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fcodlerencto ONAt. 

MolekOte *ur Herttellung von TNF-Wnden^eT proSnS iHST^J* rek0fflbi "^ 0NA» 

TNF-bindende. Protein kommt In pJ^sJ^£%i^" Q £ "T^" 
eine schSdigende Wlrkung von tSZuSlZ toS£!?m ^ JScV 00 ,ndika « 0 ™- <*enen 
davon oder mlt Hilfe geeigneter WlrtsoraTferrX, . dM TNF - R ««Ptors bzw. Fragmenten 

die KJr den TNF-Re^tor KTre^^ ONA-MotekOlen. en.ha.tend 

ihre Wechsewrkung mlt dem TNf^^^Z^ Xt^^'T Mnn9n SuTsten "" «* 
untersucht warden. wuno/ooer auf ihre Beeinflussung der biologfschen Wirkung von TNF 
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TNP.R«wptor. TW blndend* Protein* ur.d dafUr icodlerende ONAs 

Lymphotoxin (TNF./j) an denselben R«,« n ^ K /* ( . ' * - ,987): 68 " urde *«9enommen. dafl 

unterdrtlckt und bel eJSSSSwSSSTtS SEJfSf t * ,885K *" 
'0 (Tor* et a... 198S. Mahoniy J? £ TriE'SK ST?!" """W***** fOhrt 

Differemierung und Funktior i von Zel eT die , ? e9u,at,on dM Wachstums sowie an der 

. Rolle spielen beteillgt win Er^Undungen. Immunvorgangen und Hamatopoese eine 

und.wirkt direkt und/oder indirekt als^ia^r^ m m , „ ^ f d ' e ,mmunab "*" * Jen Parasiten 

Lipopolysacehariden beteillgt seMBeSter " 22LT T"* T" niCN a " en Wirku " 9en von 

diesem Protein wurde aueh etna Afftnitat zu TNF-/J festgesteltt '' 

*J!k£!!^^ (im to,99fldan TNF * BP 8eflann,) im ton^ntriertan Oialysoham wurde 

HlS B ' nd ^ radioaWv marWertem rehombinantem TNF- an einen Subhk^on 

? "«chg«w»a 8 en. «obei der EinfluA von dialysiertem Ham auf die Bindunq von ™TNF^2 

taotanSvtX^ honzentrlerten Olalyseham (die Moglicnkeit der Interpretation. 2* 

fldeT «T d^XTS t ?^ Unfl durCh «•**"•"«• lm Harn vorhandenen TNF- selbst Oder TNF- 
9. der urn die B.ndung konkurrlert. verursacht werden kflnnte. wurden durch den Befurus dafl die * 
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S^XS^n? ^ * TNF — ™-» "ich, aulge^n warden 

~ sen: ~ — " 

t^SSSSSC?^ - - H.n und 

Komp.eimite.nem Molekul^ewlchttJ ■ S^roK?* "* rekomb,na "^ TNF«a einen 

O^JSS^ P^«. Reinigung mitte,, 

We erhaltenen Prl^raMo*^^^ 

Header wachsi^^ ™ TN ™ *«* 

eine dosis-bMnglge Wirkung von TNF-BP J^btafcrtlJ? wf^ verwendet. Es zeigte sich 

dungstest untersucht. Oabai wurde >n*EZSZ* ^, Und KompatlUonsbin- 
von TNF-« an die Ze..e „, C h, TiESFt&Zi ^STSt" ^t? ^ dte B,ndunQ 
°*a'g«nB.ndungandleZelleundKonW Wirkung von TNF-BP nlcht auf seiner 

Das im wesentlichen horn^neTZ ^ " ^ ""^^ 

Dia.ysepat.emen durch U.trafiKraZ kon^lHe* L^2E^S ,,, IT ,ndem Harn ™ 

ersten Relnigungsschritt mittels OEAE*Zh~S r? k <>"»»ntrlerte Ham dialysiert und zunachst in einem 

Die weitere Lelherung SjL ^ s^SZaSf J" !" VierfaChe 

- Die Endreinigung ^ m i .^JS^S^ ^""^ 

von^Srr,^^ 

Sie ^JSSSKS^^ f~««W*t 

, «« keeks- s=r ra3sac»jsr *- 
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Protein 



Total 



27.5 
1S.8 
20.7 
3S.0 
9.5 
16.0 
4.2 
32.3 
10.8 
1.1 
7.0 
20.2 
6.1 
8.1 
11.1 
15.7 
11.8 



252.9 



Mol% 
Aminosaure 



10.9 
8.3 
8.2 
13.8 
3.8 
8.3 
1.7 
12.8 
4.3. 
0.4 
2.8 
8.0 
2.4 
3.2 
4.4 
6.2 
4.7 
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urn ein Glykoprotein nandelt. 

enteUndlicne sowie infektlose und parasitire Erto»ZZ' ^S^Ii^k?^^ 6 " 0 "^ 
TNF-o freigesetzt wlrd welters Kachexl7 ovhr ipnc /a!? » ? chocl « u8tand ». bei denen endogenes 

TSTiS^'Slir Tr 9 inhibieren 2u *» ^eschtoie; 0,e,ne ' 28 

uer vofitegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde. die (Or TNF-BP kodieranda dna »„ vnrt<\ 

W m, i'!!L W rl!^ AUf0ab<,r8tellun9 im nahmen der vorllegenden Erfindung bestand in der Bereitstellunc der 

k0d '^ cDN * die Heratellung Sr^^nZ^TrHf. 

7«. M 5l VOrt T ten ' e ' n ! ,n09 Spe2ifi8chefl R ~«Ptors mit hoher Affini.at zu TNF-o auf verschiedenen 

S^nSSSSTSS 8 TV!!*" fir™ (S,aub9r « ,988 >- Da * «S5 ™ 

iS« ™" Wart * n 7 NF "» *** einen OberschuS TNF-/J aufgehoben warden kann (Aqqarwal et al 
andererselt. gezeigt werden konnte. da* bestimmte ZoNtypen. die auf TNF-o ansprechen Jegen t5J 



25 



30 



35 



l ' III " ' 11 |p" I 



30 



90 



55 



EP0393 438 A2 A 

5 in dies* Arbeit vorgeschlagen lw dT^^S^c ^ W erharten (S,a0b * et • '989). wooei 
WechseMrkung mTdVrn t^Stl :^•T• ^ , Uft,,^$ehl,d • h,M,ch i h 2 

wechselwlrkung elntretenden ErefgnlssT bSSKT der Ze " e " ach d6r «-'9**-«weptor. 

s^"^^^ ■ -n dem vermute, ^ dafl es 

'0 Die VerfUgbarkei, der «Te*E? wZ^ lZT'?™* < 6 "9««™n et al.. 1990). 

Herstellung von rekombinantem *Z£f££l uTST"" T 8,e,,t die Vo ' au '»«™9 » die 
rung vergleicnender Untersucnurn*^ » <* OurchfOh- 

(en) ta„. «* die durch die Bindung ^rT^^i^^lT 9 ' Und/0der 
Oadurch wird welters die AufklSrunJ der diSS^E,? Z *" e 8US00,8 «en Reaktionen dar. 

» die Voraussetzung «ir ein ra.iona.ea , Design KJr die ^eZclnL ^ n 4 ' I*" 1 *" erm<,fl,,cht und da ™ 
Wirkung geschaffen. 9 9 Entw,ck,un 9 von Agonisten und Antagonlsten der TNF- 

von cDN^Sie^ da* 
abgeleltet sind. auf Qrund der OeginacS^^ AmmosSuresequenzen kurzer Peptide 

BP. nicht bekannt 1st. in welchen Ge^^^s^S?' T e ' nem Pr0,ein ' w,e **• dem ™F- 
dieser Methode unter Um^ndin^^'SS^^ fj eSem / a » ka ™ Versagen 

"ngeeignetencONA-Bibliothek oder auf ^g^^JSfZ i^T"' ° b " au ' die Wahl «™ 
ist. ™ 9e "" 9e 5 P® 2l ''«t der Hybnd.sierungssonden zurtlckzufGhren 

* verger ' TW * BP ° NA « * ma ^ ™*> — zunachs, eHindungsgemW wie folg, 

worde! w»u^^^^^ *" R ^ m ze...n,e HS9,3 T. die mi, TNF. inducer, 

erhalten. wurde die orS'KSyESSSr?,'" ^ BiWi0,,,ek k 0NA mit TNF ' BP SequenzE 

• (Mi. H» d,e.ser MetdV^ (PCR ' < SaiW " «W«bS£ 
erhalten wrden. die flankiert 1st von <X^JSS£^5^ T^"' 9 0NA -^enz 
entworfen und al, Primer eMgesetzt JSn eTso^ ' SttT^T' ^^^"sequenzen 
Hvbridislerungssonde. z.B. zur Isollerung von SilSSZ ^S^Z?!" 9 ""* ^ nacntel 9 and * 
eingesetzt werden). 8 K>nen • ,n8b «*ondere. des ursprUnglichen cDNA-Klons. 

^zsfssi tc^^t^s und • - .ryp,.-' 

hergestelH. Mit Hilfe dieser Sonden wWe mittel , ETllT^ZT' m "* m ^^'^"flssonden 
einen Tell der fUr TNF-BP. tod£n!Ii«^^ HS9,3T e,n * c0N A. die 

sequenz auf: wwenden cDNA darstellt. emaiten. Oiese cDNA weist die foigende Nukleotid- 

22 ^^X^JSiSStSL IS 1% i cc ™ TGC CAC ^ ^ 

AOC OQC TCC TTC ACA QCC TCA GM AAC ** ° A ° T ° C AG ° GAQ TGT *™ 

^SSSS^ - ^F«BP«ONAs bzw. TNF-BP- 

«on m« Hifto von Prlmem •rilTSSin^^^ dUrCh ^'Ampilfika. 

Uberelnstlmmt, etwa aufgrund von » TwenTe^ 

^ d. Fflhlgkeit. A ^JT^JT^ . 

~mSJM - mRNAa, die dure, 

"Ird die Entfemung von Introns vers^n i ^ K 

Spliceacceptor- ^^Sc^^ZZ^ZJl. ^J 0 ^ mRNA - p ^ursor verschiedene 
den ,ich vonrtnander ^^^l^^TS^T^^ ent8,ah9ndw mRNAa umerschei- • 
Exonsequenzen. wobei es QW^m^^^Z ^^ 9 *" "*« Feh,en von be«f"m.en 
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Bn uteres AnwendunasMWet w ,£ iJ2II2?5 «•* effiiienteres Screening ermfiglichen. 

Sonde kOnnen auch cONto^nnZ^ Z tS^ST ST" anlh " ,w - M,t H,,,e di9Mr 0NA ala 
Uftr ProwssierunB l« SeTZ £S£ i^K h0d,>,,n • P '°«» 8,a ™9 TNF-BP ergibt. 
»o terminal urn die Sign.i8equ.nl S55?S£ ~ ver8,ehen ' 0ab " * a ™ « ** N- 

di 9 tr«8m.mbr.n.^nd^Xmai?he T^JL^.^*"'^* ' U8<,U,lch C ' ,erm,naJ Uf " 
sonde M e, daher m«gCg^ 

vollstSndige «Jr einen TNF.Re£pto> kodierende Sea^nirS., , ^orrundensein ™ eDNA. die die 
ertorderiicf^failslnn^^ * * mMHL durchsuch °" Vorgang kann 

B^^T?^ - der cONA- 

nochmaligen Ourchsuchen der cDNA.Bihite.hI2 !!™,! J . J 9t11) erha,,en WOrden war - *»" 
ONApr^er,.,ubk,o„ie rt uS Zn^^^^ ^ " 

>0r TNF-BP kodierende Sequent enthfllt a8e " ' an9M c0NA ,nMrt ema,,en - *» <*« 

m V^b^Tf^S'T^ "** Fraktlon 27: Aminosaurer, 15? 

2J51S25^ 2 : Amin088uren 16S - ,72 >- «*- Asn der Position .72 in. der cONA 
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20- 32 
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36* 48 
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38- 53 
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54* 87 
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79-91 
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133-148 
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147-158 




27 


159-172 



(Amlnosauren 88-67 »aren am Pe ptW n(C ht korrek. bestlmmt worden. 
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172 nicht da, Stopcodon. da? ■«5«H?^^frta^? , , dem ^ Wr Asn ' 

leserahmen wird fortgesetzt. 0,e » Real^S™ J!m« T2 u ?/ u ,f rw8rten »ndem der offene 
Charakter. Dleser hydrophobe Bmtt!Z SISZ^ Tf e, ' 2 ° 4 hat einen 8,ark h **°Pnoben 
an positiv ge,Bdeoe y n Am^no^^ "* einem p eha ,« 

domMne auf. die Proteine In der ZMmimb^n vl^M ^STr T ?* Tran8 ™?*™- 
ist dagegen wieder stark hydrophil Der in Rlchtung C-Terminus folgende Proteinanteil 

Mo..y^ -de mit Hiite des Mac 

Aminosauren. Hydrophobe £££ en L^^SST? * * B "*"«"> «* Werte betrug „ 
Ordinate. Auf der Ab«isse ist dteZah 5£ A^rSl ,1 ° Ph '? Ber6iChe n " a,iven Werten ** «* 
stent). d8r Am,nosau '»n. begmnend mit dem Startmethionin Si. darge- 

«neXtn^ ™™ — — ONA Teii 

Zellmembran verankerten fSmntSTS^l ™p » ? ff $ Pr ° tein WeiSt die Merkma, ° "™s in der 
und weist einen betraS^ e«ra»..u.are Domane typische Weise 

wird offensichttich von dieser menSSSES ^ AbSChnitt auf L8sHches TNF " BP 

der Transmembrandomane1mr»ten - *"* Spaltung knapp auflerhalb 

T^^^ - - P.higkei, von 

Otarfiachenrezeptors far TNF handeft T^Te^Zt* m IT! J™ """2? Men 

J-JSS X^Tda^ril^ - 

Mutagens * TrJESZ^^^ Asn '' 72 *"* gerichtete 

hinausg^ePr^nsynthes^^ndT *" da8 C - ,erm,na » 9 En * von TNF-BP 

fcodie^^ Te,,,^ der ,Ur einen TNF.Re 2 ep,or 

•nodMMsr PGR (RACE '^^^^0^^^' 8e,anflen ' ,ndem ™" 
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532^^ d » — «^ ** ~ 

einerseits die VorauaWteung mSSS ™ rt » or 9 a "' 8 ™" ^rwendet warden. Oadurch wird 

« Struktur da. Raptor. 2 SEE ^ereT Z k ?„l^,^ die d0r ^'mensionalen 

iransformiart wardeTum S^^'iJSS^^TT m,t < ? e * en h8fwe ^-ryotische Zellen 
Slgn.lubertr.gung b*w UbTdla ^£i£SS t D ", " Dynam ' k TNF/R «"P»°'-VVechselwlrk U ng. der 
Ab S chn.ltand^!^rha,t?n d ' e8b9 '° 9 " chtt R8teva " «* verschiedanen RezeptordomanenV 

» ward™. E22^^^ TITS™ dflV ° n> ^ d " U 

W bl<«KiaranodarvaratarkankflmSn ^.nlamua _dar durch TNF ausgelflsten SlgnalUbartragung 

bes^^ - TNF b*w. dem TNF-Rezeptor 

etne soiche. dia keinen eWn^ Ze,,inie - vorrugswaiaa 

die far einen funktionellen ^F-LZZ kliLrl^ ^"T 1 6 ' Mm VeWOf trans, °""*l- der 
» rnodifWerte. ONA en»X. Die S ^SnZJTST »•»*•"••«■ 
Screening on^rsuch, warden fnd^^ «*T 
Ober einen geaignetan Reporter (varSnderte En»m*t^7 i B P« 22l£l ? b8,an * mit dem Re »P tor 
Mangan-Suparoxiddlamutasa. NF-.B) JoTgt w£T Proteinkmase C. Oder GenakHvierung. z.B. 

weX " dem Ufland6fl Und die ^wwu'tlerendan Wirkungen un«erbun>en 

R-iHT 60 ^ v ? M riie 9 endw Ert "«»ung sind auch ONAs mitumfaiit. dia KJr Subtypen das tNF. / 

der c5na IfSJir?"^ CONA MJnnan Nukleinrfuren erhalten warden, die mit 

S^^dt^SS rT T« Stringer hybndisieren und KJr ein 

M krS2S^S™ ?" n ?* I" ' n e ' n9m " ei,9ren Aspekt d88 'etombinante TNF.BP."vor«,gsweise in ; 
2E2K^^ ^ W, " Chen Ta " d68 ^Wmaflan TNF-Rezeptors dJlKSTdS 
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. * SSSSESZE^ - k od.erend. Seamen, mlt einer „ 

einheitliches Produkt zu erhalten. GronVsKich sn^L s^„7 ^ C ° d ° n ' Ur Asp -' 2 ^ um «*• 
Wlrtsorganlsmua die Mmm des r^7or Protein ri2t2S?T W ^ ,-0na1, ^ 
auch vor da, fOr Leu-I kodierende TripkTtt ge,e« JSJ SS^T "* & '*™ s «>™* 
w durch Abspaltung des .us It A«><r»L™^^'£^"T«? Fa " erf0rder " Ch Sein kann ' die 
TNF-BP vom nfcht Oder nicht vollstandlg Z^^XiF B^T "^"P™* en,s,eh °"*» von 
trennen. 9 P ™ n ™ F BP ,n e,nem *usat2lichen Relnlgungsschritt zu 

dai.^^ *r Ctermlnalen An., y ,e den C-Termlnus 

'3 dem Codon (Or Asn 172 durch nrlMeTSTnJS^l , , ? * d ' e Ex " re "»o" von TNF-BP nach 
Die fOr TNF-BP fcodJSTS! T^^mJ^T ^f^ 0 ^ «°° mM - 

zung modifier, werden. sofern d«wji£££ ^^3?!^ J 18 *"- * ,ditton ^ Ve * 0 '- 
. blnden. kodleren. Derartlge ModM^SSJTl d«ln iE?*^ m,t dw ^'O^' TNF * 

gegebenenfalls «lr die biologlsche mMtZTlrt^^T^' T™ mehrere der P°'entiellen. 
« *B. das Asn-Codon durch ein o7e™^ 

BerOckslchtigung der Erhaltung £ Ztog^chZ tK^SnJST^^ ^ W ' r<1 Unter 

warden, die in elner Anderung der OMrSmSTci ^Xl^^J"** common 
Oie angefUhrten DNA-MolekOle steilen m»S J'.!' v~ ^ ? 9 deren Anzahl) resultleren. 

DNA-MolekOle dar, die *ml2?Z£l& ^J* KOfl8,ruWi0n "banter 

* ten in Form von Expressi^svelrtoX^la^ DNA-MolekO- 
gegebenenfa..s in geeigneter We.se ^1^0^ Ei^T, TNF ' BP kodie ^- 
quenr. und die Kir die Expression dea PrntL. J, v ® rz ^f we,M m,t emer vorgeschalteten Signalse- 

binden. Dartlberhlnaus gehen die bei de hJ^TJ. ? b ' 0to « isch9 Wrt «"KJ des Proteins. TNF zu 

Vertr a glichkeitmi,demg?3wa^en VeSl ProSZS^ Pr ° ,e ' ne ° b ' iChen m «™ *• 
rakteristika. Sfcherheits- und KostenaZkteTdT^K ^ h ' gke,t ; ' 80herun 9 *» P'Oteins. Expressionscha- . 
eines geeigneten Vektors **£*3dl m J^^V*"' *" Wrt80r 9 a " i8 ™» ein. Die Wahi 
■ al.e Vektoren geeigne.. die^dto SSSlSS 5j rp^T^ ^ Q ™ dsa ™<* *- 
davon) replizleren und exprimieren ° Un9S9emaflen Wr kod,erenden DNAs (taw. Modifikationen 

rung und hoher Anteil an OmSSS tr ^ ^^TZT ^T mW Q ^ 9 ^ 

• ZweckmMig werden daher fOr die ExSTMion £*£%T£JZ<?L "'T"' "V*™ 9 ** 
hOheror Eukaryonten. verwendet eukaryonten. insbesondere geeignete Expressionssysteme 

Flhig^r^SS^ «e die 

menschltenen Oder Uerischen W !^^i212JS?? ^ UOd tt,ora P eu,(sch e" Behandlung des 
WirkungvonTNF^auftritt 'nditotionen e.nge*etet werden. bei denen eine schadigende • 

gesteigerte Affinitat a, TNF-i !SK1 fS*?S ^ 8 e 9 ebenental18 Hinbllck auf eine 
Organfsmusv^erKJeTwerL m0difil,e,ter Fom ' auch Wr dte der Wirkung von TNF-/J im 

b«. e,nem verw^dten Po^ypep^r ^.^^7 T ^BP 

ten. SoT.12 5!!^!!?^!^^^ «- den erwahn- 

LyophiOsaten Oder L^ ^'ZT T . au,tri «- j " Betracht. ,.B. in Form von 

Denvat in therapeutisch MsmT tZT J,*^ .T* "° wirksames tonktionelles 

-peunscn wrksamer Menge. gegebenenfalls araammen mil physiologisch vertraglichen 
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Zusafestoffen. wie Stabilisatoren. Puffem. Konservlerungsmittein. etc. 
' B S^S! , !iIl? nflt r ,r 1 a,, ! m J! 00 i6weili9en "^t'O" <ter spezifischen Verabreichur*,form 

tern TNF sowie die Menge an endogenem TNF-BP. Grundsatzlich kann davon ausgeLoen 3™ dafl 

zzaz?? einer dureh tnf au8 " ,e8,en a***-* «* «• if£ 

mlndestens dieselbe molare Menge an TNF-BP, gegebenfalls eine mehrfacher ObeS XdeS i J 
) lm efnzelnen wurde die gestellte Aufgabe wie folgt geldsf wnam errorderi.cn ist. 

Vom hochgereinigten TNF-BP warden die N-terminalo Aminosauresequenz sowie die Aminosaura^ 
quenzen von durch Jyp«schen Verdau de, Protein, erhaitenen Peptiden beslmt 

^rrcHr.^ P — : ~ — en 

der PcVwr drH a S C „ h o en « Ve S, aU •"S^ Pe P« d ** ue ™" lm Hinblick au» ihren Einsatz in 

2L . , Herstellung von Ohgonukleotiden Bereiche einerseits aus dem N-Terminus und anderer- 

*e Hybridlsierung mit cONA moghchst gering ist. Auf Basis dieser beiden Bereiche wurde ie ein Sat* 
, M,schol,gonukleotide hergestellt. wobei der vom N-terminal gelegenen Bereich aboeleiZ en» s «l„«„H 

£ H u 1? w wm * yp,ischen Pep,,d abfle,ei,ete ™* 

Um das nachfolgende Klonieren eines mit PGR amplifizierten Segments zu erleichln 1^7^' 

olSZ^I^^^ °' i ^" k,e ° Wden "* «~ B-Ht-PestriSs^verir 
uarauf wurde x DNA aus der TNF-« induzlerten Fibrosarkom cDNA-Bibliothek isoliert unddaraus eine TNF. 

FZX" PC ? ***** 0M erha,,eM *■»"•"« «•*« unS seqlzfere, we^MSS 
^XTTr TS"L X ^ d9n * [m « O«9onuk.eotiden JSS^^u^J 
schnitten die Kir das tryptische Peptid 20 kodierende Sequenz. ^ 0 

? NA £ a9m ! nt • WUrt * nach,0 '9 end «<«oaktiv markiert und als Sonde zur Isolierung von cDNA- 
£ £ T ?L^ br0Sark0m " BibK0,hek verwendet Es wurde da »- « verfahren. dafl zuna^h^ pZues mit 
der Sonde hybnd,siert. Phagen von hybridisierenden Plaques vereinzelt und daraus Tdna Swonnen 

Oiese Sequenz stellt einen Tail der Kir einen TNF-Rezeptor kodierenden Sequenz dar. ' " 
flir dif<? ^Zl\*"f ""f kodierenden Re 9' on u " d EinfOhren eines Stop-Codons nach dr'i, Codon 
h ? . min0SaUr ° dM naM,riicnen TNF-BP. wurde die cONA in ein geeignetes Expresstons- 
Sle^ eutery0tische 2e,te " transformier, und die Expression vo? TW-BP mittels ELISA ' 

p iM ?!! I"* a " sst ^ ndi 9 e /"Region des TNF-Rezeptors wurde emalten. indem eine Rattenhim cONA- 
5 TNP^f QHe Tumorzellinie C6 mit einer TNF-BP Sonde durchsucht und die vindie 
Kir den Ratten-TNF-Rezeptor kodierende cONA isoliert wurde. »i«naige 

unridlTp^.^^K k «?: a 2 d6n Refllon ««•*■*• cONA in ein Expressionsplasmid insertiert 

^f^^'n^r em TNF - R9Mp,or ,n m " obar d,a B,ndun ° - 

mRNA lt 2lLS^.!SL*i!L a !^ 8e be ' ti,,l9t ' daB d,e i80,,drtc cONA nehezu der gesamten TNF-R 
TtSTSii . ? 96 0tekrepani 9r S IW ** •» o>m Fehlen eines Teils der s'^ichtkodieren- 
TN^-nSX h^H ° 96 W0rd9n - dafl 98 8,ch beim •xprlmterten Protein um den vollstandigen , 

Die Erfindung wlrd an Hand der folgenden Vorversuche und Beispiele illustriert. 



Vorversuch 1 



Herstellung von hochgerefnigtem TNF-BP 
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a) Konzentratfon des Hari^^ 

bro) «uf 4.2 I mit einem ^r^J^^Zz^TT' Hoh " M ^brw (FH 88H. Qarr, 
TriS HCl. pH 8 dla.yslert. Wa^reVd vESiSTt^ " u "*» ^ n mwiW 

der Reverse Phase C*romaU*raphle> iTmS "achfolgenden Schrltten (aufler be, 

entgeQenamWceo. A.ie r«htolgTden ReirouZs^^ 1 ^ ZUfle ' 0flt um P^Vtischem Verdau 
dufChoefOhrt. 9 Reinigungsschrltte wurden. wenn nicht anders angegeben. be)4 * C 

b) 'oneflfcostauschchromatographie 

ten ^^^^^^^^ « - cm, m„ Proben kon2entrie , 
N.CI /10mM trls/HCI pH^OradiS JJ. * ?e EftSE?? ^ m 800 mi ein " 

enmattenden 'Fraktlonen von m^S^J^SZS^T ° W8 0 4 M be,ru9 - 0,e das ™-BP 
gelagert. &auWn mit elnem Gesamtprotelngehalt von u 4 g warden bei -20 * C 

c, ArrtnitStschromatographie 

wurde .n ,mM ia QeQuo,,^ 019 
Suspension 2 Stunden lang bei RaomtemwahTrS! «2EI?7L ZuMt2 von rTNF -" 
durch einelnhalbstOndigeRotatio^ , mit 7^ S„2™? 2TT ?' 0ber8chufl « CNBr-Qruppen wurde 
Mate abwechselnd In 1M Nail Z VZEEZSi E£?2S% ? TNF-Sepharose wurde einige 
* und anschlieflend in prK>sphatgepufferterK^r^ a L n « IT "I/!* 0,1 M Borsaure pH 4 9™**™ 
aus Schritt b) erhaltenen fZ^T^ X^ZV^ gelagert. Die 

eingestellt. Die TNF-Sephardse mwJ^lIaS £2?Z * ° T 0,2 M NaCI ' ,0mM TriaW ®> pH 8 
^aschenurrfdleTTeP^ 10mM Tris HCI, pH .8 

f von 10 ml*, aufgetragen JS^SSSfSt ? 5T52n5t 2°r, 9 ^IT W ^ Ch,,ufl '* 

T M Und nMh 2uM * ™ Polyethy,. 

wurde in destWIertem wisTgel,^ 0,9 »*• 

» wurde in tiefgefrorenem Zuatand geVaJirt , dM,,l,,e,te8 Wmw dialyslert. (Die dialysierte Probe (4 ml, 

FrakHonen aigte die Elution w^ZlZlJl v <^ersuch 2 beschrieben) der TNF-BP enthaltenden 
50 000 . drtt Hau P*omponenfen mit Molekulargewichten von 28 000. 30 000 und 

d, Reverse Phase Chromatographic 

™uts^ mem 2usate ven % 

(Ph-rmadajangesch^ « ein FPLC-Systerh 

und bei Raumtemperatur mit einerrVlinearen is ^. °' % i?er Trlfluoressigsaure equilibriert 

•nth.HwdO.1 % T^uores^TbeS ?, V °' % W9 50 Vo,% 
wurden gesammelt und die SsSrp««? S 2«)JS %2!%?i^J > *? VMn ' FraW,onen von °' 5 
Hilfe des ^vmontVrtJvtoS*^ ^^ ^? V, " , *" TNF -° bfn<,enden Steins mit 
verwendet mS^&^ JISll IT!^*?*™ 1 WObe ' jewei,s 0 01 «• 

Absorptionspeak. . *° e,nZ,0er AklWM "W«* entsprechend einem scharfen UV- 

Oieser lew Reinigungsschritt brachte eine Zunahme der spe*ifischen Aktivita, um das ca. 29 fache. die' 
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JmKST *" ***** 9aflen0ber ^ Au$9an9Sma,w,a ' Dialyseharn, be«rug da , c. 

•**2r?^ Pr0b6> *• '« Vorversuch 2 angegeben 

SvcTJ M rv?^',! n das VorhamtonMin eines einzigen Polypeptids mit einem MoXlarae 
went von ca. 30 000 hinwies. Oas diffuse Erscheinungsuild der Band© kann auf das Vanina-n 

s^nl . ^ V ° r,,e9t 8 «* UWZ "* *" N*MM^£& 

stlmmt und der offensichtlich vom prozessierten Protein abgespalten wird. - 

Vorvorsuch 2 ^ 

SOS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

SOS-PAGE wurde nach der Methode von Laemmli (Laemmll. 1970) auf 18 cm lanoen 16 cm breitan 
Der Protetngehalt der Proben aus den Reinigungsschritten c) und d) (Vorversuch 1) wurde mitte^ K 

jMMimh. Ms MUetailargmrichtsnHrUr (Pharmacia) Mn PWwylaw B (MQ 94 onoi bTm.J1„™? 

S5SSS3 srS^iaa S55S 

Essigsaunj/4o%igem Ethanol gefSrbt und in 7%iger Essigsaure/25%igem Ethanol entfSrbt. 

30.oST SOS-PAGE zeigte TNF-BP als Polypeplidkelte mit einem Molekulargewicht von ca 



as Vorversuch 3 



a) Probenvorbereitung 



" o tt ^ £, n 8 i L n nL V0rVe I! UCh ! d) ° D 9reini ° ,0n Pr0,ein8 wurdcn 0bw n "«™ Phaw HPLC entsalzt und 
wetter gereinigt. Dazu wurden eine Bakerbond WP C18 Saule (Baker; 46 x 250 mm. und oi %Z 

Trifluores^gsaure in Waswr (Ehiens A, bzw. in Acetonitrii (E.uen, B) .Is rnobite PhZ virweSdet S«" 

G^^^ung betrug 20 bis 68 % Eluen, B in 24 mih. Die Oetekfion erfoigte £JS*Z%4 m 

und bei 280 nm. Die TNF-BP enthaltende Fraktion wurde gesammett. getrocknei WjTts ul 7 ) %Z 

Ameisensa-ure gelOst und direkt «Jr die Aminosauresequenzanalyse verwendet ^ 

b) Aminosfluresequenianalyse 

Mn^^H"!!! ^'^^"•"'■"•'yse wurde mit einem Applied Biosystems 477 A FKlssigpha. 
smsequenator durch On-line Bestlmmung der freigesetzteh Phenylthiohydantoin-Oerivate mittels AooHed 
Biosystems Analysator. Modell 120 A PTH, durchgeKlhrt. • P 

Sie ergab die folgende N-terminale Sequen* als Hauptsequenz 
(ca. 60 % der Protelnmenge): Asp-Ser.Val.Xaa-Pro-Gin-Gly.Lys-Tyr.|le-His.Pro-Gln- 
" K^Z Il^^^l Ne ^ ns ^ u » nz nachzuweiwn: LeiHValHProHHis)-Leu.Gly.>Caa.Arg.Glu.. (Oie in 
wammer stehenden AminosSuren konnten nlcht eindeutig identiflziert werden.) . 
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Vorversuch 4 

SDS-PAQE 



to 



Elner <tor vier allquoten TeHe wurde »r R^JS.! ^ au, 9 enom ™« ""d 4 Portlonen geteilt. 
Laammll (24) mil OTT mZSEZ ZutoTZ^u??'*, ^ S08 - PA06 nach d " von 
«l. ™*«<«9e^ "JO*.* mm. 15 %) getrennt; 

dar Methods von Oakley (Oakley. ^mTSTiSS^ 0,9 Fa *ung erfolgte nach 

Ire ein*lge Bm* be. il MoUl^S J c^SSo^™ * 9 ^"to"'- E » "W 



'5 Beispiel f 

a) Tryptic Peptide Mapping 
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55 



und^e^ "everse Phaae HPLC entsa,* 

O.J%ige TrifluoresslgsSure in vSsTlE^, a* ?*» ™ 0,8 Sau,e (Baker: 46 * 250 mm) und 
Ote Gradi^ensteioe'runo b-i » n ^ 1 ™ " B) a., mobile Phase verwendet. 

55% B «,r IS mm beibebalteS. 0 EEStEn S '^V^ 8 '° 55 m,n ' danach ™«* 
AUFS) und bei 280 nm (0.05 AUTO) 9 ^ d ' 8 ° etek,,0n arW «* P ara,,e » »« «n (0.5 

b) Sequenzanalyse von tryptischen Peptideh ~ 

Am^sa^^ -dan *r automation 

Phase HPLCgeaamme I oeS^LTwi .7^1, d ' e A !W,Sprechenden **Wonan aus der Reverse 

eingesew. Tab.1 enthait die E™Z*seti* S^Z7*Z \- Uquicl Phase Sequanator 

Identlsch ml. ^ ^T^^fr^^^V^T^^ ** F ' aktte " 17 si " d ^"end 
unvc^nd,^ trypti^^pal^'^J^ 0 ^ 8,Ch «" * "andeln. das durch 

WJWch ab. <^ m^^^JST^ MCh det Am "™« u " Asparagm (Position 8 b*w. 14, 



27) die exterminate 
13 
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Aminosaure von TNF-BPsam kBnnte. 



verlangerte Form des TNF-BP ZLZ2 mL T kT ™ dW Nebens «> u «'" am N-Termlnua 

Haupts%uen^La hrt ™d ' d ' 9 ^ ™ <**»■■ in das Protein mit der 

Fraktlon AminosJIuresequenz J 

• . i- 

~~ — — — — — — — — ___ ________ i 

1 Asp - Ser - val - Cys - Pro - Gin - Gly - Lys 

2 Xaa - Xaa - Leu - Ser -(Cys)- Ser - Lys 

3 Asp - Thr - Val - (Cys)- Gly -(Cys)- Arg 
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" A8n " Gltt " <Cys)- val - ser - (Cys) - 
Ser - Asn -(Cys) -. Lys 

Olu - Asn - Glu -(Cys>- Val - Ser - (C ys)- 
(Ser)- Asn - (Cys)w_i y8 . (Lys) 

Tyr - lie - His - Pro -Gin - Xaa - Asn - Ser 
" Ile - Xaa - Xaa - xaa - Lys 

Clu - Cys - Glu - Ser - Gly - Ser - Phe - Thr 
- Ala - Ser - Glu - Asn -(Asn) - (Lys) 

Leu - val - Pro - His - Leu - Gly - Asp - Arg 

Lys - Glu - Net - Gly - Gin - Val - Glu - He 
" Ser * Ser " «*»>- Thr - val - Asp - (Arg) 

Gly - Thr - Tyr - Leu - Tyr - Asn - Asp - C ys 

- Pro - Gly - Pro - Gly - Gin - Z 

14/H (Glu, - Met - Gly - Gin - Val -(Glu)- (He) - 
(Ser)- xaa - Xaa - Xaa - (Val) -(Asp)- 

Lys - Glu - Met - Gly - Gin - Val - Glu - lie 1 

- Ser - Ser - (Cys, - Thr - val - Asp - Arg -1 
Asp - Thr - val - (Cys) - Gly - « 



Tyr - lie - His - Pro - Gin - xaa - Asn - Ser 

- lie - (Cys) - (Cys)- Thr - Lys - (Cys, - His 

- Lys - Gly - xaa - Tyr - 

Gly - Thr - Tyr - Leu - Tyr - Asn - Asp - Cys 

- Pro - Gly - Pro - Gly - cm - Asp - Thr - 
Xaa - Xaa - Arg 
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26 



10 

27 



to 



Leu " <Cy«) - Leu - Pro - -Jin - u« - Glu - 
Aan 

Gin - Atm - Thr - Val -(Cys)- Thr - Xaa - 
(Hi.)- Ala - Gly - Phe -(Phe) - Leu - (Arg) 

Ser - Leu -Glu - (Cys) - Thr - Lys - Leu - 
(Cys)- Leu - Pro - Gin - lie - Glu - Aan 

T a bftlln 1« , Aminpsauresequenzen der analysierten 
tryptischen Peptide von tnf-bp 



Beisplel 2 
29 Analyse des C-Termlnus 

10 fflSr?? ^2! KUh,SChrank (ca - 8 ' c > 'tenengelassen and Prober, «, je 20 ul nach 

Redrylno solution- des WcotaQ-AmlnosSureanalysesystems der Fa Waters) vers** un* ^hl.V. V 

FaWa,9fS > 9«W8t. Von diesen US sung warden je 50 ul mil Reverse Phase* HPLC mi,*. 

T2^T£T°L n *Z <?*^™™ *• Pieoi^Systems der Fa. Waters* analy^iert O^e 
Chrornatooramme der Proben und Reao^tfenblindwerte wurden mlt dem Chromatogramm eines analcj 
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to 



rs 



20 



25 




Asparagln m hot*, *lw*J!cK^ - T ** 2 > er8 ' c MHch M . M 

■^ntonnacha^Whu^Rea^^^ ™ ™ F *P Neben Asparagin 

sen werden. Signffikant Ubar dem ReagenCbCS m Men " ,80leuc,n nach 9^e- 
auch naeh 240 Minute* ReaktionsSt nfcht ^ 

Terminus) bestatlgt die au3derl^tefminatenL^,n«^r 1 " °' eSes Er " bni8 H'e-Glu-Asn als C- 

Vermutung. dafl die be. diesen PeSX^^Jl^T *"* 21 U " d 27 

den C-Terminus von TNF-BP darstelten ^'"osauren . Ile-Glue-Asn (Beispiel lb) 

Tabelle2: 



Reakl 


Nonszeit 




Integratoroinheiten fUr 
die Aminos&uren 


Isofeucin 


Glutaminsdure 


Aspargin 


0 
10 
20 
60 
120 
240 


85.537 


* 152.350 


83.304 
168.250 
319.470 
416.570 


Quanmatrve Auswertung der. Picotag-Aminosaureanalyse 
nach Reaktion von Carboxypeptidase P mit TNF-BP 



30 I ' 

Methoden zu don Belspielen 3 bis 7: * 

'^ZZSSZ^^ «« angegebe, molekufcrbioio-' 

den.von den Herstellem empfohSen BeSin^unlJn^ H™™*"™ entnommen werden konnen bzw. 

35 Beispiele zu vereinfachen weX^ Beschreibung der nachfolgenden 

•Schneiden- otter -V^^'y^SmZSt 2T? , h? ^ 8 « teh '«Wn kurz beschrieben: 
Restrikttonsendonukteasen (ReS^nzl^ Wr d£L c Spa,tUn9 0NA rtitte,s 
Restriktionsendonukieasen and WuWch erSS ZZrZ If* ,R8che V S « e,te " ("esthktionsstellen,. 

«, Bedingungen (Puffer. Rlnderserumaibumin (BSA) ^S^li^^ emp '° h,enen 
eingesetzt. Restriktionsendonukieasen wercL >Z, Lit « J Dithio,hrei « < orr > «'« Oxidationsschutz) 
ben und normalerwe.se •Jw£E£T2£ ZSL '^T^' geM * "» W*buehW 
mus ab. aus dem die bZtfeZ ^L^Z'J^T- ? * uch8,aben ha "9en von dem Mikroorganis- 
cens,. Obl.cherwe.se ^ZTTuTSNAmTnT^lf^ Sma ,: 8> "* m8 ™ 8 " " 

, MMtang ge^nitten. JiiZS wS ZTSHUST T« *" e,wa 20 

* kann aber laut den VerwendungswsXft^e ^ H^SSf fl T ^ V °" 1 Sh " K, ° bef 37 C verwend8t - 

entfernt. Dies dient ^ZS^TJ.T^ir ^ ,Kh9r *• Kalbsdarm (CIP) 

nachfoigenden iZ^mT^ ZTa^r^Z T ** 8pe ' ,flSChen Stelte in *™ 

. *wei«en ONA-Fr^mente^^^^ ,n88rtl8 ™9 8 "» 8 

mit Restriktionsendonukieasen normalerwd«T«i£ h ? DNA-Fragmente nach dem Schneiden 

«on mit ..kaiischer PnosZasH'n^ Rejktlonsbedingungen (Or die inkuba- 

Sequencing Handbook. Fa Amersham P^St^z! e^2 1 eTNat^rT?^r dblK:h (C '° nin9 and 
ExtraktJon mit Phenol und Chloroform enrtemT.,™? " d6r ,nkubatton *W Protein durch 

, Athanol priizipitJert. w,,oro,or,n entfem « •«« <«e DNA aus der wUflrigen Phase durch Zusatz von 

Sicr«^acr*n der ONATrT?;^ ?* E'«W~P«orese . und dem 

^agment anhand -^ner^^^^ 
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35 



NtCI. 20 mM T* pH.7.8. I mM EDTA1 rtJlTSST ^ f k , ""' H0C »» I 'I«'»« l< M 

P^l^^egSo^^ ^r dbUCh (C,0n,nfl >nd S< « uenc, "° Handbook. Fa. A*,er,U 

« entsprechend gMMm m, F^J^'^H?^•\ 9 ^ W •"■ und die Fr8 9 mente 

werden die M^S ZZcXSJLTLT^ 9 * 5ppe,8,ran 9 0NA "^bracht, Oder e, 
mm in Sm. . oJ5i2^ mTor^^ ** 

Transformation von Exoll JM 101 SnJBna2r« SS ? . ^ 9e J. racht < Shot 9 un M «'hode). Nach der 
dem M13 Cloning and kqZ m!Jw^ 

* PI/.29/83/12) IsoNeS und SZlJ^S? H8ndb0 ° k> Fa Amer8han,; 
Verwendung des Klenowfragmerl idl E 2dST5S ^ ?l * 9 ^ «•*•««'•*• Ah Alternative *or 

rekombinanten Vektor. Die AufarbeZJ dTSnzL^^So. "? 7 pack,em - ein2e ^^ 
^STJ,* ' flere,ni9, Und n8Ch der Bu,ion ■» *•» « *• *» 
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Beispiel 3 



Herstellung von TW-BP-speziflschen Hybridisierungssonden " 

'* 0 ~ , * 0M • "7"" "™* " *" *■"•"*"• «» *"P«««»Q «> CON* 

58 A8p-Ser-Val-Cya-ProK3ln^3ly^y$-Tyr-lle-Hi3-Pn>Qln- 

Z »jJ n u!lSr P,,d " Bere iJ : r. M9 ^ m < <* «• «Wg$te Komplexitat eines gemlschten Oligbnukleo- 

M^Z^ ' ** d ' M * Am,n09auren 6 bi5 ,2 ' Um KompS, dt 

Mischollgonukleotids herabzusetzen. wurden vler Mischcllgonukleotlde mit einer Komplexitfit von jeleils 48. 

18 
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to 
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Oln-Oly-Ly»-Tyr-Ho-Hl«-Ppo 

5'CAA GOT AAA TAT ATT CAT CC 3'TNF-BP #3/1 EBI-1639 
0 G C C C 

A 



, 5'CAA GGC AAA TAT ATT CAT CC 3'TNF-BP #3/2 EBI-1640 
0 G C C. C 
'A 

5'CAA CGA AAA TAT ATT CAT CC 3'TNF-BP #3/3 EBI-1641 
«o .0 c ccc . ■ I 



5'CAA GGG AAA TAT ATT CAT CC 3'TNF-BP #3/4 EBI-1642 

o o c c c 



30 ^Z^^™"*'™ *- «"»*«*"• Peptide, (FraKt.cn „ de, trypan Verdaus, der 
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-PhOTRr-Ala-Ser-Olu-Asn-Asn-Lya 

Cy« 

TNP-BP #4/5 (liBI-1653): 

3' AAA TOA CCO AOA CTC TTG TTO TT CCTAGOO 5' 
G O T T T 
T 

TNP-BP #4/6 (EBI-1654): - - 

3'AAA TOA CCO TCA CTC TTC TTO TT CCTACGO 5» 
0 0 T O T H 

. . T - 

TNF-BP #4/7 (BBI-1657): 

3' AAA TGA CCO AGA ACA TTG TTC TT CCTAGGO 5' 
6 0 T T 0 
T 



25 



TNF-BP #4/8 (EBI-1658): 

3* AAA TGA CGG TCA ACA TTC TTG TT CCTAGGO 5' 
30 G G T G O 

■ * 

™^c^^r»r- • w - — - - * — ■ - 

Thr ACQ 

Ala QCQ und OCT V 

45 SerTCGundTCC j 

Asn AAT ' 

ACG. GCG und TCG sind tiufierst saltan. Codons (CG-Regel) und wurden de,h..b nlcht berUckslchtigt/ 
BeispleM 

Amplifizitnmg ether fOr TNF-BP kodierenden Teilsequenz aus einer cONA-Bibliothek. 
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a) Isoliorung von *-ONA einer cONA Bibliothak 

P'—^^ SS7 «, die humane 

Fibrosarkomwiten dar ZalHnla HS 9lVrdr u ^ S rl?!^ ?K h,ed> dafl * Au *«"9»™tar.a. ,o» 
lUchtat wordan waren. varwandat wurden ?J TJn 1 ^ m humanom TNF *° < 10 nQ ""'> hochge- 
ham RPN 1256; Ecofl. vardaut! Kg 111 £Z pSmJl"'?," ?'! (C ° NA S ' n,h ° M: 

Qigapack Plus. Stratagane). 8 ° me ° a B,0,9ch: v,,r0 Verpackan der ligiartan DNA: 

InkuWart. Ola Mischung wurda 10 mln brt u « DNm « ' '"set* und alna Stund* bel 3 7*C 

und Chtoroform von PrZXlTuS d^NA 7^^°^ ^ Extrak,,0n m,t Ph ™' 
pr-zWert.o.ax^^ Zu,a* von Ethano, 

b) PCR Ampliflzierung einer TNF-BP Saquan* aus einer cONA Bibliothek 
» EBM641. EBM642 als arstar PrimlT 'J" 8 "' der 4 Mlscholigonuklaotide EBM639. EBM640 

>s Nuklaosldtrlphosphata f^lP.^^^JS'^ °' 2 ™ M <* 4 duo*. 

. Tag Polymerase IPerkin-Elmar Catus] «an Um «S XL*? Und ™ i,er Primer ' , 2S B «**»«" 
efnigan Tropton MinaraW. (0.1 iS2LS«£? £ p£ T " Vef, " ndern ' die 
Elmar Catus, folgandarmaflan durchS ^S^^^J^!^.^ 1 ^ Cyc,9r < P « W " 
danaturiaran. und anschliafland 40 SSmSnSSZ Z^H TTl 94 C ^ um die 0NA 2U 
Inkubation bai 94* C. 2 Minutan InkubSon bTss'J Tund a^T' besland . aos *° Sekundan 

•ewan Zyklus wurden die Prot^Z1^ 7 mLT^?^ ^^° n M 72 C Am Ende *» 

Primer und einem der Oligonukleottda 7eTiB^ IT^ 0,i90nuk,GOtw EBM 653 als erstem 

amplify worden waren 9 Qa mSTS dem pL!^kt ^T\^ T EBM642 a,s wei,em p "™ 
QrOflte Menge an diesem 0.16 kb oTJTam^ und EBM642 <«• ■ 

•usgewtthit DNA-Fragment emhfelt. wurda diaaa Probe Wr die weitere Aufarbeltung 
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Beispfel 5: 



so 



55 



21 



EP 0 393 438 A2 




23 



30 



3$ 



40 



ro 5 . 10 

Cln Gly Lya Tyr lie His Pro Gin Asn Asn ser lie Cys 
CAC GGG AAA TAT ATT CAC CCT CAA AAT AAT TCO ATT TGC 

15 20 25 

Cya Thr Lyt Cys HI. Lvs civ th. fnn ^ ftm ^ 

TGT ACC AAG. TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT CAC 

° 30 35 

Cy a Prn Gly Prn my Q\n Am Thr Asp Cys Arg ciu Cys 

TGT CCA GGC CCO GGG CAG CAT ACG GAC TGC AGO GAG TGT 

40 45 go 

Glu Ser Gly Ser Phe Thr Ala Ser Glu Asn Asn Ly* 
GAG AGC GGC TCC TTC ACA GCC TCA GAA AAC AAC AAG GAT CC 

oCkl^ (,n Ku c r8iv8Chri,,, en,8prechen den **™»" 

WMara anthllt das mittels PCR erzeugte DNA-Fragment die Sequenz des Peptides der Fraktion 20 

Sc ™ abgeleitet wurde. die fUr TNF-Bindungsprotein kodlert. ,' 

dar 8te,lt d3mit e " ,e 8 ° n *' 2 2Um Durchsuchen wn cDNA-Bibliotheken nach TNF-PP cDNAs, 

BeispielB: 



so 



4 » Isotierung von TNF-BP cONA Klonen 

nJ&l^ZST HS f ,3T C0NA Bib,i0t,MH, in x * 11 E «>» V1088 (A lacUl69. 

EHJh^L^ ^V"'* me,B ' trpR ' F " A " (pMC9W P ,atttert «* 60.000 Phagen pro 14.5 cm 
nTES^" i^Tr 7 Pt0n ' 5 9/1 He, ^««. 5 0" NaCI. 1.5% Agar, PiaWeren In Top-Agarose: 10 

50mMTrfs/HCIpH>8.0 
1 M NaCI 
ImMEDTA 

M 0.1% 80S ' 
Die Filter wurden rwai Stunden bei 65* C prUhybridisiert In- 
6x SSC (0.9M NaCI, 0.09 M trl-Na<ltrat) 

5x Oenhardt's (0.1% Fieoll. 0.1% Polyvinylpyrrolidon. 6.1% BSA ( - Rlnderserumalbumin)) 
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0.1% SOS 
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30 



25 



30 



Msrstellung d*r radioaktiv martorten Sonde: 

s 

AbkUhien auf 80' C Uber .0 Snuten 2 i^ ZZZVel* M PM °' EBM642 ond *«* 
10 ul •-"P^CTP (too ua. 3.7 MBq, ««»«•" in Eiswasser geprimt. Nach Zusafc von 

w S ul 10x Priming Puffer (0.1 M Trls/HCI pH -8 0 50 itiM MaCl » 
2 ul ie imm dATP. dQTP. dTTP • " flC,j) 

Puffer (10 mM Tris/HC. pH*. 1 mM ^Tb^^ZTT^ ^ ^ «" T * 

s? si^ri^ wars sffw - e 5 — 

gewaschen. Oie Filter wurden M**«J££J!2^ "'T" 65 C in *SSC.0.0i% SDS 
Verwendung einer VerstHrkerfoiie bei -7? f C^2??!ll!r^ T^"" ' 6 S,unden un,er 
idenHfi 2 iert(v-TNF.BP#i-30) exponiert. Insgesamt wurden 30 hybridisierende Plaques 

Hybridisieren und Va^ ""b^T*^ 

rende Phagen vereiroelt (X.TNF-BP #i-io. 12-24 2?30) be8chfi ««* n > letztlich 25 hybridisie- 

Oarstellung der rehombinanten X-ONA von den Klonen x-TNF-BP #13, 15, 23. 30: 

P^^TTpe^r,,!^ • * »aCi. 0.8. Agarose, 

J* Hefeextrakt. 5 g/l Nad, und 8 ^MV'^l™^^" T S 80 " 10 9 " Tryp,on ' 
1 C) wurde mit 10 ml x-Oiluent (10 mM Tris/HCi oH-io irfl»^ ^ dBr P ' atten (30 Minu,en 
16 Stunden bei 4*C elulert. Der 0b«m 5 1, ^ M JS*: 0,1 mM E0TA > 0 berschlchtet und 

15000 rpm und 4*C I (Kan"«1 Z^t^^ TE?^ " » 

Polycarbonat-Rohrehen dekantiert und bei 500MmnX^??i in 10 ml 

50 Ti Rotor,. Das Pellet wurde in OS iniTm I^* «A°3xl0<° zentrifugiert (Beckman L8-70, 

transferlert Nach Zusatz von 5 uo RNaw a JT* und <" Eppendorf Whrchen (1.4 ml 

Mlnuten und Zu»u ™ 25™, 0.5 M S5? ,2^, ft'Sl^M^'t^ * 37 ' C wah ™> 3 ° 
•nkubatton bei 70'C fOr 30 Minuten Dlel^NA wurds ISJESS*.* 9 ^ S ° S ^ wite ' e 
Ethano. g«t AbschHeflend wurde die ONA in 5ft £ ££££ ^ flereini9, ^ mit 



Beispiel 7: 



«» S'^^uitdSequenzierurtgvonTNF-BPcDNAKkx^ ' ~ 

Urn die cDNAs der KJone MNF-BP15 und XTNF-BPM nia t^t *~ u , 
, gewlgt hatten. nfiher zu charakterlsierw. WndTSiw^ ^ 
sehnitten. nach elektrophoretischer Auttrenn^Ti. 7 mttEcofll au8 def ^* DNA horausge- 
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23?lJ!Sr^ Sc^en mi, 

Ecofll Insert der Phagen XTNF»BPl5 biw xtnf bpjwT? ! C ? NA nSOrt8 '- 8, 9 Mtellt - "«"*»•. die das 

und dephosphoryllerten M1^^^ , X X 2tS^2S, - ? >nl ? ,, '? "* 4 BBQW « e8chnrttenefl 
ausge«tthlten M13 Ktonen wurde BfSSmSSStA^S! , Z , 4 ra ? 9,0fmlert - Von ein,flen " ah,, ° 8 
der DidesoxyMethode verweX H °* e,$,ran9 - DNA pra P artort Uf * «>» Voflage «Jr die Sequenzlerung nach 

50 Beispiel 8 
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Konstruktion der Expressionsplasmide pAD-CMVI und pAO-CMV2 

Superinfection der transformierten Baklerion mit einem Helferphagen (z.B. R408 oder Ml3K0n ^7 Jllh 
terten Sequenzierung und Mutagenese der Plasmid-DNA T7 p^JI!- w ^ } ech * 

f^LS P T i0n . Sur8 f rUn9 erma9liCh, in Zellinien (z.B. SV40 transformer,™ Zel en Je COS i 7 



a) Herstellung der Vektor- und Promoteranteile durch PCR 

Das Ptasmid Bluescript SK+ wurde mit Hindlll linearisiert und 5 no ONA in einem 100 ui prp a««», 

GGAAnCAGCC^^^ d8f $vntt » t, " !h «" ©ligonukleotide EBM788 (5*- 

?w . «kJ? , 5 Q . CQAATGOG " 3 : Wn-il """W «*il'rt> von MU orl-Reglon in Bluescriot Pm 

&?E£^J ?£t2" , ' ,>,u ?* und EBM7 *» <«'-cctcgagcgttg^^^^ 



to 



rs 



to 
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^CGACaT^ ™ *" Oli«Tuk.eo«iden EBM733 

Wndet an Polyoma origin von 3 'SV40 pSJSShTl InlHV* • GGMTTC CCTAGGAATACAGCGG.3' 

CMV-Prcwter/Enhancer-Sequenz uM erwuoVn Z 5 Ollgonukleotide binden am Beginn der 

der SV40 poly-Adenyiieru^steHa u* e"e^ (EBM733 > «"*"«" Ende 

"^"SaitundEcoRlge^^^^^ (E8M734 > D « "CR-Produkt 

Ob beiden PGR Produkt. wurden mlt UOHmSS^^ "IT™ A9 " 09O99i ,80,,ert 
HB10I transfdrmiert und nach 8lwd«dm«»Wp^^ m,t I ?? , "* MWen Li 9«*™P'cOukt Exoli 

99w cTs h ?^'tr e,t ,s,ehe ^ ond ^ °« <* 

•»«e* oT wT^^^ (EP-A1 032,342, 

nachtolgende Behandlung mlt dem gifl*TL 0 m«^I ?f 8cnni,,en «*» die ONA-Enden durch 
Gegenwart der v,, r Oti^iSd!^^ Po,ymeraw <«•"•" Enzymj in 

Fragment ^ aus einem Ag.ro3^^ E '? dabe ' erha,te " M °3« » ONA 

Transformation von E.eoll HB101 ^^S^hX^V^TT pCMV ' M13 "° ,wt E,n 
Lactamase Gen und dem CMV-Pre^oteTwurd! rSJj JJSLT™ 0f L ,n 0 te,cn " Orlentierung wle das * 
in Fig.3 dargestellt. pCMV * SV40 *"annt. Die Konstruktion dieses Plasmids 1st 



b) Mutagenese des OHFR-Qens 



as 



40 



SO 



ss 



» O^n^Sh^^ -,en aus dem 

entfemt. Oazu wurde. "aus dem PlasnTplvC^^^ 

kodierende Region des Hamster DHFR-Gens enS« in a! m « * * m m *W*>*. *• die gesamte 
und das Plasmid pUCOHFR erhalten mSd^^^ Pla8niids pUC219 < ,BI > *n*t 

mit etwa Wachem Oberschufl ZZ^aZf^^T E ; co1 JM109 < S ™«*™> *>llen wurden 
» LB-Medium geschUttelt. Aus dem Ba^ShS^nH i Stra,a! > ene > '"""a* «** 16 Stunden bei 37* C in 
Die gerichtete Mutagene* Z^T^^ZTrZT^ 9 P{ismid ' 0 ^ *** 
nese System RPN1523 ?Amersham> verTeX S£ TSEJES" ^'T' WObei das in vi,ro Mu « a ^ 
wurde durch Austausch einer Base ZTSSm t S^iS^JT^ 2 EcoRI S,e,te 

keiner Anderung der kodierten AminoLre^n^ Bas<mau8tau «» «•« » 

natUriichen murinen OHFR-Qen (McGrc^o^ Nukleotidsequenz im 

ein Oligonukleotid (Antisense-OrlentieruVoTder Seoue« Iw^ii^S' ^ M Y ,ao * ne8 e wurde 
wendet. Ein Plasmid mit der gewOnXn MuS ^°^ TC0TTCCTQ - 3 (EBM751 > • 

prapariert und die imersten tSmbSSZ pTCI^' beschrieben ' al » Einielstrang-DNA 

1857 (Antlsenee Orlentierung. TSeSSSc^^ dem 0, ^ uW «™ EBI* 

MutaHonen wurden durch siu^S^T^^T^HJ C ? CA ° h CTQCTG entfer "'- 0i « 

Au, dem Piasmid tuSSnuE? luZ S , Ab i^^^n^^? i ? UCDHFR • Mu,2 benannt 
doppett geschnmenes Plasmid pS^Swiom^ Z J 89 " 1 , 6 "* ,so,iert und Bglll und BamHl 
DNA-lwliarung wurde ein PlasmW dTge^ntch ^ ^ E • C0,, • ^P««"«ion und 

be»ichnet wurde. Ourch Schneiden mit ^7™^^°™^"' dM 8,8 PSV2gptOHFR. Mu t2 
ein auf die Bg.ll Stelle folgendes t^kb DN A ^ Re ° i0 " *» 0HP « G«ns 

le enthalt. Ourch VerknOpfen der mit *mwM^!Z^ ^ fdem noch eine Kpnl Sc»"'«stel. 
-uch die Erkennungs^uenzen fOr In^e «S ONA-Enden wurden 

EthanoWllung gerelnj. ^LZdTc^ku^^ m ^(.Chloroform und 
die 4.4 kb tenge Vektc?0NA Ph ° Spha,aW ^PhoryHer, und 

--fa crssr w-7!i?^ T4 '-ar- — -r ° na - ! 

PH-8.0. 5 mM MgCI,. 5 mM Oithiothwlt 0 I mM ,L. S^? T4 ONA-Polymerase (50 mM Tris- HCl' 
Rinderserumalbumrn) stumpf gerST Oas ^lHIHL^t to^ktotoMptmf*^, so ug/ml 
wurde aus einem Agarosegel SSS «J i mit dlJ ^JTSL T I 89ment "* dem mu,i6fW DHFR-Gen\ 
Ein nach Transforma«on £Tj££ Ptomt S,Td2SS? PCMV ' SV4 ° ' 

den CMV:Promoter enmielt. wurde pCM^ioHTO L "nf ^ M,ben °*«*«B *• 
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Aus^X^ T n ^ CMvZ m o te r. .a, noc„ au, dem 

PCMV-SV40DHFR mif HlndllT^r^^Xba? d«Dne?t ^T??"™* * us 9*««cht. Dazu rn.rd. da, Masmid 
'sonar,. Die mnJElg "£,!%* ^ " ^ 

5 AGCTTCTGCAQQTCQACATCQATQ^T^QQT^rrTrftA/i/^^JIl^ Oligonukleotiden EBI-1823 (5- 
CTAGAGAATTCQCGGCOKtS und -EBM829 (5- 

, 'Or die Klonierung in.H^^^ enMR inklusive der 

' CHI. BamHI. Kpni! Xhol. No.l und E«ST Restr,kt,onsschn,ttstellen fOr die Enzyme Pstl. Sail. 

inkubiert. um die s'-Enden zu pTosphSeTen nKSEJ ^'wtidkinase eine Stunde bei 37* C 
ren liefl. wurde pAD-CMV benannt ^1^^? T'' 18119 (ausgenommen Notl) linearis!* 

TCTGM(Mr^CATCGAr6(MTCCOOTACCTCaA6CaOCCQCGMTTCTCTAG.3-, <? • CT * GCAAG<:T 

* Re8trik«en8enzymen.einsch.iemichr*,ljinearLe"Sfl PAt>CMV2 erha,,en - das s,ch m « ^cn™ 
darge!;e.r e0,,d8eqUen2 64M * ^ Pte8mid ' * *ur Ganze in Fig.8 
^e^Abschnme auf dem Plasmid (angegeben in der Numerierung der Basen, entsprechen tolgenden 

30 iflSl 733 '^ innC ^ E " n «ncer- Promotor(auaCOM8) 
632-649 T7 Promoter 

_ 658-713 Multiklonierstelle (Hindlll bis Xbal aus EBM823 EBl-1829) 

l^V? ' ntr0n und ^'yAOenylleningsstelte (ausCOMS) 

* SliSS 52i k und Promotor dM Ham8te ' DHpR •« psv 2 g P ,DHF R20 , 

25 18 A zu T Mutation zersttfrt Pstl Stella in DHFR Intron 1 
2701-3178 DHFRExona 2-8 (kodierende Region) 
2707 A zu G Mutation zerstOrt EcoRI Stefto 

- ™lTnZl Ch * n * >m Und BamHI ln 0HFR 3 '" ich « kodlerender Region 

3831 OHFR Gen (aus P SV2gptDHFR20) 

3832-4189 SV40 ori (aus pSV2gptOHFR20) 
41 70-4648 M13 ori (aus pBluescrlpt SK ♦ ) 
4780-5840 /J-Uctamase (kodierende Region) 
8395-6414 EBM729. Ende der pBluescrlpt Vektorsequenz 
> Die Herstelfung der Plasmide P AD-CMV1 und pAD-CMV2 1st In Fig.5 dargestellt. 



Bei spiel 9 



von TNF-BP 



Kbnstruktlon des Plasmids pADTNF-BP Kir die Expression der KSslichen Form 
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20 



n , 9ion „ r 

J Ro.9). (to, «ch 5' von dem de £X * ^^Zn (Basen 72-203 

BamHI b«w. EcoRI Schnittstelle eingefuhrt " " 9n * 9 ™ n ' und « 5 •«»»• 3 **• der eONA eine 

m„ ,. 50 pmo, der 

GGGAATTCCTTATCAATTCTCAATCTGQGOTAGOCACA^ > ^ EBM929 «**•"«•• •'• 

efn «&»Rl Stella) in einemlWulPCR^^ ^"T* ™ iw Stop-Codorw und 

40 Sekunden bei Wc. 45 Sekunden be. 55*2 un7s ^VSSSSt?! 1°'! Zyk,08 ^'W*n wren 
Kir welters 7 Mlnuten bel 72'C Inkublertund dla Rm^SS SI 1°' N8Ch dem ,eman 
0). ONA wurde mlt Ethano. prMpC SJSSSS^J^ !^loroform gestoppt. 
entstandene 0.75 kb ONA Fragment wurde life T^ 00 "' d0ppe,t Das 
doppelt geschnittenes PlasmlJ pJT^g^^TJST?^ T°* U " d in mit BamHI und 
«"'9~* d« Sequenilen^^ & T ** 6rhaltenen P,8smi(te - <*» «•«• 

aufwfea. wurde pTNF-BP benannt 'estgestellt worden war. da0 es die gewdnschte Sequent 

Zusamn*n W teungwurde P AD^ Ein erha,ten " Pte «"« «* gewOnschten 



Beispiel 10 
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95 



KonstruWIon dee Plasmides pADBTNF-BP fOr d,a Expression der ,«„ iC hen Form von TNF-BP 

-^^^^ ~ - sekre«ertem TN,BP 

*G.obin mRNA ausgelauscht. oi Grund W ^VE^^?*?" ^ der hu ™" e " 
vor dem Translationsstartcodon der TNF-R SeouL JZSl ^ V* Nuk,00,w ««P«e« -unmittelbar 
scher Gene getundenen Konse^equ^S X h ^Lj * «^ 

.ar der * Qtobin -s — • £? -pass tr.Ts 

quen*en,sprechendderh^ s'-hicht kodierende Se- 

von TNF-BP enthlelt. wurde In einer PCR ZZT^z^S^^ k ^ 9r ^ n "•*» 
Plasmld pTNF-BP wurden in 100 ul ReaktionsansaU mK £ J^I 09 m " Ec ° n ' ""w*^" 
1922 (Antisense. S^GAGGCTGCAAnGMGcSd^ E rif = ° ! ,iaonuW «>«<to "1-2452 und EBI, 
Zyklen (40 see bei 94*C. 45 see w Ts 9 C W .2 Si wvT*^ S " ,uen2 ^ Pos - 856 > in 20 *»• 
Produktes dureh Extraktion m^^-Chiofofo^^dt^ NMh Rein ' 9un9 dM PCR ' 

doppe« geschnitten und das eiiWi^^oT^^JT^^^ die 0NA mlt Sa " und ^fl' 11 
entsprechende Tail der TNF-R ^!EZ^ J^ ^J'^Tt au8 einem ^^segel isoliert. iSer 

pammv, « «mlZ^JS^£^%* m ~ ^^^^ 



Bejspiel t1 

Isollerung von Ratten TNF-R cDNA Klonen 



eoo.00. Pn„ M aw cONA a6 «** ,„ ^„ e .^h*^. ««, 



27 



I 



EP03S3 438 A2 



- 3 



to 



rs 



IKSTSTT^^ " ^ - PTNF-BP30 <vg,.Bei, P ie. 6, 

OHgonuWwt.de. wie in Lispfe. TSEhSLl mi. ^SSrSTT ^'^ a " 8,att 8pMi ' i$Chen 
25x10* cpm. Die Hybndisiarl„J dar ^^^iT2^«J^ m8,kie,t Ein " baut Wurden 

easen en,sprecnen dan EcoR.-Un.em. die be. der HersteHung'der JSZSS^^SZ 



Beispiel 12 



•solierung elne, Ktons^nthaltend die vollstandige Or den humanen TNF-Rezeptor kodierende cDNA 

» J££S£S^ dM ^ TNF - fl * MCh 'ehlenden 3'-Tei. der 

A^SmSS^S^TSS^ 0,4 * ,a " 9e der Primer EBI-2316 ,5- 

/S?! CP? " L aTNF " R wurden ein O e «etet. urn 600.000 Plaques der HS913T cDNA-Biblfothak 
ZSEm ? H ^^^^ entsprachen den in Beispiel 6 m**^£%£^ 

S^SSSTT^ H "L V Und *" K0dak *« ««"«9enfi.m unter VerwLung 

21T?^ !, ^ ^ " 7 ° ° exp0nieft - Sechs P° 8i,ive wurden identifier, in *wei 

we.teren Runden Plaques gereinigt und X-DNA dargesteHt (X-TNF-R #2 5 8 8 11 \2<h^<LZ?ZT 
der x-ONA mit EcoR. wiesen al.e Klone erne DNA^ande mit ^M kt'^'^lS^S^ 
enthielten zusStzlich ein EcoRI Fragment mit 1.3 kb. Die beiden BcoHl ^ iTxTNF« «Sn^?d ! 
EcoR. Stene von Plasm* P UC218 (IB.) subvert und anschliefleS^^^^^ 

^ .X ^^^^ K to n PTNF-BP15. das 0.8 kHcoR, F^lESS^* 

S TijS^LSZ^^ ? EcoR, * L,nkw ^"enz einen poly-A Schwann mit 16 A 
Resten. XTNF-R2 enthfllt demnach die vollstandige kodierende Region des humanen TNF-R. dargeste.lt in 
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Bef spiel 13 . 

^SSf *" P,Mm,de PADTNF - R und P">BTNF.R far die Expression des gesamten humanen TNF- 
ZunSchst wurde. flhnlich wie im 8etsplel 9 Wr pTNF-BP b*w. pADTNF-BP beschrieten ein Pi*,m,H 

w^b^sc^r^pr'^r! ^ ptnf - bp,s '-^^s^t 

Stll^n ^ Pta8mWen |ed0Ch dM 3 - Ende von PTNF-BP15 beibehalten wurde. D«u wurde 
unter «Jen«scnen Bedingungen wie in Beispiel 9 mit dem Oligonukleotid EBM988 und dem M13U0 

mit BamHI und EcoRI doppelt geschnitten und in das Plasmid P T7/T3.-19 kloniert. Eines der erhaltenen 
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F.BP15I 



to 
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Plasmidt wurde pTNF-BPl 5B benannt ~ ~ ' 

■« * — in mit BamHI und 
Zu8amm•n»^ n g wur ^p A0TNF ^-^; MV, kto "'«rt- &" erhaltenea Plasmid der gewUnschteh 

Schneiden mit verschledenen Re« iSr^v^^n au ? h,^ ° ini9e wah,tos P'asmide durth 

Foments Uberpruft. E«n **!FE£!^ *», e, ngewmen EcoR. 

Orlentlerung untersucht. (ndem das InsenJilJ^ ^ ft 7 ? " w * noch 9enauer «* *<>rrekte 
0«90nuk.eotidEB|.2,12<5^TCC^ - *' ' n8er,lerten C ° NA mit dem 

PAO-CMV1 und wine Delvate tSSmSSS^SS Mu,,,Woni » 8te,, « « da, Plasmid 

um das t.l Kb 8g.ll Fragment *u entfemVn. SSISSS^^^ 7 * !? '" V °" S,andi9 9eschnittefl ' 
se aus KBIberdarm dephosphoryllert und der IE£££Z mZ^T*?* Ph0sphate ' 
Region des *-<3lobingens und dem 5-Teil der toZSTSL ~l c ? , * G '° bin 5 ^ "odierendeh 
Plasmid pAOTNF-R wurde mit Bglll geschni^n ™ da SfSSSL ^ A9arOSe9e ' i80,iert - 

der TNF-R cDNA bis «, PromSerSgion 2 ^naTh^ln nw™ «^ 

und in den zuvor praparierten l^tStti?*? 809 einem A9aros °9 e ' i80lie * 
den, in ko^kter O^erung inse^ 

Beispiel 14 • 

Expression von Idslichem TNF-BP in eukaryotischen Zellinien 
a) ELISA-Test 

(polyklonale KaninchenantiWrper. hJ^S^M^^VT PoWonalem Kaninchen-Serum 
konzentration 50 % SattfgungY 0 e3n^ 

0.05% Tween-20 In PBS tS^JStlSZZZ^ S"^ *» 4 C biBe »**«* mit 
0.05% Tween-20 in PBS <PBS*s1^ween^ S °' 200 °' 5% ^^albumin. 

einma. mit 0.05% Tw J^oTpwXasXn ^ b,ocWe * 0i « wurden 

natOrlichem TNF-BP (vgl. Tab.3 ur?«3Shll «1 i m ^"^/^^ «* Wcwu. Mengen von 
Mauseserums gegen Vnf-BP LZwuk ^iei S^nden b^f !° Ver<10nnUn9 "» 
mirden die Nflpfe dreimal mit 005% TmZfoSZ d« Raumtemperatur inkubiert. Anschlieflend 

Peroxidase Konfcgat (DaJo P 6l i^TpbISs^IT^ un- 50 U ' Kaninch8n ™' M ™ »<>• 
RaumtemperaturlLbiert Dl. 2^72' !T b9n U " d W6i,ere ™ ei S,unde " °* 

Orthophenylendlamin (3 mg/ml)3 N?^^^^ und die ^rbereaktion mit 

Minuten bel R«il.mU*r^l2S^^ Kalium-Citrat pH 5.0. 100 ut/Napf. 20 

Farbintenaitat b«i elner WeSZ^^^T^^f 39 V ° n 100 Ul 4N HlS0 * ^ * 
gemessen. e>eniange von 492 „m In elner Mtkrofilmplatten-Photometer photometrisch 



so 
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b) Transiente Expression von Iflslichem TNF-BP In eukaryotiscfw, Zellinien 

^^STiSiS^ 24 - *». ^sfekUon In RPMI-,640 

inkubiert. Die Zelten wZZTSrZ^mn^T ^tztund bel 37' C In 5% CO, Atmosphare 
UPM be. R^t^perarr^^^ «<« 5 Minuten bei ,200 

serumfreiem Medium gewaschen. sXZbTSJ ^^J^^" 9 '^ 3360,1 einma ' mit 5 ml 
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^^yjfe « » c ±r^jisr ? aschen und mi « ,o - **- 

sakretlerten TNF-BP verwendet. 2ollUber»„nd geerntet und am Nachweis des 

' Tabelle3: 



to 



Zellinfe 


COS-7 


,ohne Plasmid 
pADTNF-BP 
pADBTNF-BP 


< 5 ng/ml 
7.5 ng/ml 
146 ng/ml 
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c) Hersteffung permanent TNF-BP produzierender Zellinien 

l^^n^ CH0 <™* « und Cha- 

. protocols '".molecular *^ ■"»■** (Curren, 
dium pro Fiaschchen) warden mil I to 5 iZ DNaS ZeHku tur-FISschchen (25 cm* 5 ml Kulturme- 

da, Medium en,fem, u™^^ ,nkubation " 37* C wurde 

aoge^; die Ze^L^ £ *?JT* T ™*"*»* 

Tabelle4: 
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Probe 


Absorption bei 492 
nm 


TNF-BP Standard 


1 ng/ml 


0.390 




10 ng/ml 


1.233 




100 ng/ml 


1.875 




Kutturmedium 


0.085 


(Negativkontrolle) 


Klon 


A1Q3 


0.468 




A2F5 


0.931 




A3A12 


0.924 




A4B8 


0.356 




ASA 12 


0.806 




A5B10 


0.915 




A5C1 


0.966 
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Beisptel 15: 
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RNA Analyse (Northern Blot) des humanen TN^Rezeptors 



9 trennt. Als Grflflenmarker wurde ein» Ch ^aiSeakZ' m« , iSZXZ*™ elektrophoretlsch aufge- 
markierte Kilobasenleiter (Bemesda Reseat ^^ZT (a P)dCTP und "'enow-En^m radioaktiv 
wassem au, dem Gel entLt unTdie SEE ITu^ *>rma.dehyd wurde durch 

OuPont) tranafenert. Die RNA wurde dure! UV ^ahluna ^ y Jf"'^ embran <Genescreen plus. NEN- 
gebunden. Die Membran wurde 2 SUmdw bei 65* ct S?JIS? w SekU ^ en) auf der Memb ™ "ovalent 

'0 Na-Phosphat pH-72. 7 % SOS t mrTpDTA^ ST ^ (ChurCh and GiB »* »»4& (0.5 M 
Church.PuffermH3x,0« cpm £ maTer£ CJSSLr 1 S,Unden W 65 ' C irt W ' chem 
Filter wurde drtfma. 10 Mhu*. ilTEEi^ h ' bridlsiert °« 

Beispiel 16: ' ' 



Expression des TNF-Rezeptors 



?s 
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POr die transiente Expression wurden 5 • 10x10' COS-7 7»n* n An u-. . . 
Plasmld-DNA in einer LOsung enthaltend Psn Zmi hLab 40 Mmu,en ,an9 mit 10 u 9 PAOTNF-R. 

Kontro.le wurde pMoSS^SSTtS^ hZ ^ ^ 50 U9/m ' Chtor0<?u,n inkub,ert - A " 

anschlieflend 4a h lang geiOchtet ^SSL^JTiST^ " Urt>n d ' e Ze " en « ewa8chen u " d 
. nachgewiesen. FUr die CIS wuTdTd^LT ^ d «^.Bindung von <*.-TNF 

(speziflsche Radioalcdvitat ^ 1 ^l!: 9 w 4 C mit 10 "9 ,J5 '*TNF 

<"^. ge»«chen^^ an ""™*<e*em TNF 

Die spezifische Bindung betrug bei der t£E£Z lo^TS * "71 Qanima - 2 * h, « flemessen. 
mierten Proben 6150 cpm WertVsind l £ SSi^L *L de " m,t -T^***** ONA transfer- 
Chung, besiimmt mis P^kZrsuSSn £ SSShl ^ Cpm: d,e Standardabwei- 

unmarkiertem TNF wurde von den ^^555** Un8PeafiSCher Un, "S™ d <» Anwesenheit von 
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AnsprtJche 

die FcTef* k0d ' erend * ^ ™ F - Rezeptw «* F «9^"te davon. dadurch gekemueichnet. dafl sie 

GQA Ita Irr JSf 2° ° CT ° AC CT ° CTQ CTG CCA CTQ GTG CTC CTG GAG CTG TTG GTG 
GGA ATA TAC CCC TCA GGG GTT ATT GGA CTG GTC CCT CAC CTA GGG GAC AGG GAG aa« In a 
GAT AGT GTG TGT CCC CAA GGA AAA TAT ATC CAC WWMT/StSS TO mr i£? 

TGC AGG GAG TGT GAG AGC GGC TCC TTC ACC OCT TCA GAA AAC CAC CTC at a tap ran 2tS 
AGC TGC TCC AAA TGC CGA AAG GAA ATG GOT CAG GTG GAG £c TCT TCT TGC ACA 25 25 

S? ™ i£?£? TQT ° GC TGC AG ° MQ MC CAG ™ CAT TAT TGG AGT GM AAC^T? 
TTC CAG TGC TTC AAT TGC AGC CTC TGC CTC AAT GGG ACC GTG CAC CTC TCC TGC CAG gat 
AAA CAG AAC ACC GTG TGC ACC TGC CAT GCA GOT TTC TTT CTA AGA GAA AAC GAG ?S? nrc 
TCC TGT AGT AAC TGT AAG AAA AGC CTG GAG TGC ACQ AAG TTG tIc CCC 111 IS £5 
AAT GTT AAG GGC ACT GAG GAC TCA GGC ACC ACA GTG CTG TTG CCC CTQ mmSS 
GOT CTT TGC CTT TTA TCC CTC CTC TTC ATT GGT TTA ATG TAT elf tII e2^l2?£3 
TCC AAG CTC TAC TCC ATT GTT TGT GGG AAA TCG ACA CCT oil 2£ ££ gSg GAG 2? SIS 
Ef IS ISI 2* " Q ° CC CTQ GCC CCA " C «* AGC TTC AGT CCC^ACT CCA S£ SJ 2* 
5S J£5 21? GGC nC AGT CCC QTG CCC AGT TCC A CC TTC ACC TCC AGC TCC ACC TOT JcC 
2? «?J 2iS T °J CCC " C m GCQ Q CT CCC CGC AGA GAG GTG GCA CCA CCC TAT CAG GM 
GCT GAC CCC ATC CTT GCG ACA GCC CTC GCC TCC GAC CCC ATC CCC AAC CCC CTT r AO AArt 
TGG GAG GAC AGC GCC CAC AAG CCA CAG AGC CTA GAC ACT GAT GAC CCC ££ CTG ™ 
GCC GTG GTG GA<3 AAC GTG CCC CCG TTG CGC TGG AAG I GAA TTC GTG^ CO? CM CTA GGG 

£5 JK 52? f« C GAG ATC GAT CGG CTG GAG CTQ CAQ uSSi clc tII c?g clc Sag 

fSlSXJS ~2 ATG CTG GC ° ACC TGQ AGG CQ fl CGC ACQ CCG CGG CGC GAG GCC ACG 
«I2 212 22 CT ° GGA CGC GTG CTC CGC GAC ATG GAC CTG CTG GGC TGC CTG GAG GAC ATC 

2? 2222-°" TG i QQC ccc GCC GCC CTC CCG ccc GCG ccc agt c?? SSJSf Sf 

Oder Abschnitto davon aufweist. einschliefllich ihrer degenerierten Varianten 

"■t^Sw^ ^ Sekre ! e,bare » TN ^ertde» Protein, dadurch Qekennzeich- 
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Z ACT GTG TCT CCC CAA GGA AAA ^AT ATC CAC 

CCT CAA AAT AAT TCO ATT TGC TGT ACC AAG TGC CAC 
AAA COA ACC TAC TTO TAC AAT CAC TCT CCA GCC CCO 

CCO CAO OAT ACQ CAC TGC AGO GAG TGT GAO AGC GCC 
TCC TTC ACC CCT TCA GAA AAC CAC CTC AGA CAC TGC 

CTC AGC TGC TCC AAA TGC CGA AAG GAA ATG GGT CAG I 
CTG GAG ATC TCT TCT TGC ACA GTG GAC CGG GAC ACC ' 
CTG TGT CGC TGC AGG AAG AAC CAG TAC CGG CAT TAT ' 
TGG ACT GAA AAC CTT TTC CAG TGC TTC AAT TGC AGC 
CTC TGC CTC AAT GGG ACC GTG CAC CTC TCC TGC CAG 
GAG AAA CAG AAC ACC GTG TGC ACC TGC CAT CCA GOT 
TTC TTT CTA AGA GAA AAC GAG TGT GTC TCC TGT ACT 
AAC TGT AAG AAA AGC CTG GAG TGC ACC AAG TTG TGC 
CTA CCC CAG ATT GAG AAT 

. ^±£S5S5ir£i!f' * * - «~» on. 

~ ~~ sassftss srsr^ sets* r-' — 

Signalsequettt kodierende ONA darstellt. ne zur GSn20 oder teilweis * «' eine 



to 
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GGG ™^<^&?Z2j*» ma >*^- « « -» * >W CTG GTC CCT CAC CT« 

ato ooo ^f!,_ spruch 5 d«lurch gekennzeichnet. dafl RJ far 

XSSSS&SSgX?™ ° T0 CTO «* <™ «» « ™ GAG CTG HG GTG 

steht. , 

Ati5in2n^ "* Anw* 1 deflnierten ONA Oder 

■TKSSSSSS^ 1 de " nierte 

•WSSS^^^ Oder eukaryo^schen 

DNA-Saq«M« oo>r rtner ^Z^^Zb o^ ^^^^ ** An9pruCh 2 definierten 
trollsequenzen enthfilt. ° "" nd »«en» «"em Fragment davon. Expressionskon- 

10. Rekomwnantes DNA-MolekOI nach Anspruch 9. replizferbar in Sauoetlerzeltan 
^^TZ^^T °' ^ ^2SSS e, eine in einem der 

*«!£!!SZtt ^ An8PfUCh ,0 ' 9*™.ichne«. da* e , die in Anspruch 6 

!!' 2 e ST2 nan,W DNA " MotekUI nach Anspruch 12 mil der Bezetehnuno dADTNF-BP 
f CSSS? Sl'^S! ^ An8P ~ Ch 12 «"'« *» BeScS pAOBTNF^BP 

<*« -^schen^ganismen. 

!y ? e J| om ^j nan,9S ONA-MolekOI nach Anspruch 15, replizierbar in SSuaetierzellan 
19. Wirtsorgan.smus. transformiert mi, mindesten, einem der in den Ans^chen . , bi, m d 6 
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retomWiianten ONA-MolekUte. ' 

fiNA i ^Sr ani8mU8, in den '» ■» 'a definierten rekomhinanten 

s OH&SSSS*"* P0,yPeP,id • ^ da* es von einer in Anspruch , definierten 

^S? MCh *• d»<Jurch gekenntelchnet. da0 es der TNF-ReMDtor cter P«r m .i 

W «y» «> l* c,.° I. M X XUZZ J.'.?? " v ,' 1 " ^ ,,,,, S 1 " Mn «" » - 

-pass 

^r^f ' y bestehend aus mindestens einem Fragment davon ist 

23.. Po ypeptid nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet. dafl es TNF blndendes Protein **, 

mmmmm 

Oder e.n funkttonelles Fragment Oder Oerlvat mit der FHhigkeit. TNF » binden. ist l " 

^Zz^zt^zi^t 21 n 22 de,inierten po,ypep,ids ™ untefsuchen 

un^«, .? rf Sl o , « n 861 *'*^ mit diesem Polypeptid und/oder mit TNF-a und/oder mit TNF-fl 
und/oder auf ihre Beeinflussung der biologischen Wlrkung von TNF-« und/oder TNF*/) 

und/Ser V Sn IUnfl ^ n8C ' A ? pnieh 23 8,8 *» Bestimmung von TNF-« 

30. Pharmueutiscne Zubereltung, dadurch gekennzeichnet. da0 sie als rheraoeutiseh mrkntm* 



ss 



34 



EP 0 393 438 A2 
FI9.1/1 



OAATTCTCTCCACTCACCCTCCACTTCTCGCCTTTCCCO 

ttcaa ™cactc^^ 



GCT«:CACACTCCCCTGAWC(^TC«WACTCACAG«:CA 

as » ajs s as s g - s a 

243 252 



*** 

TAG CTC TCT CCC 

S10 



& S.is £J S S 5S Sg § »s v«x u. „i 

261 270 270 ^-S 60 GTT ATT «» CTC 

279 288 297 

£c S3 ss «g S 153 in SI 2S f? r val pro 

306 315 ** AO ?,J AC AG * OAT ACT CTC TCT CCC 

324 333 342 

20 25 

sjs & ass si sa s »s s sj s 

# a % a as ass % a m a s. 

sjs s % ss as £ ssjs s ;s?S - 



450 459 468 



as Ms? s k £ g s jg 



80 



« a as a ^ £ ss & a jff a 

s m s is %; s « £ ssp s ss g s 

3»f 603 612 

110 115 

™r a ass £ sjs s sje is s £ - 
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Fig. 1/2 

"5 130 



= :« S M S a & a ffi I a 

3 684 693 702 

140 145 

a s % a a a a 5? a a a *» ?• 

711 720 7,0 CTA AC * GAG TGT GTC 

9 738 747 

155 160 

sa a aa jscasas a aa a ajSa 

170 175 

a « sa «r » * ?s a aa a a i is 



837 



18 5 i on 

Thr Val Leu Leu Pro Leu v«i ti- dk. «u ~, 195 
Mere c TO ™ccc° & K S? £ £ & £ & £ *K 

873 882 

200 205 
Ser Leu Leu Phe He Giv r^.« m a «. « . 210 

t ^ tc ctc v 55 «? ss as a a tgg is 

927 

215 220 

ajs a ays a as a sea a aS as 



230 



235 

aa ss a a a a a a ass a a a a 

v 999 1008 1017 

245 250 

ass a aa s« aaaaaa a 

1044 io53 1062 

260 265 

275 280 

aa a a a a aa a a a a a S a 
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Flg.1/3* 

290 295 



as % sa » as % m s s : S ss 

1188 H97 

305 3io 

s as c p c r c ° ss c p c r c ° as c p c r c° s a as a «« >*> 22 

. 1206 1215 1224 ^J 00 GAG CAC ACC «* 

1233 1242 

320 - -.0-5* 

His Lys Pro Gin Ser Leu Asd Thr HI . 330 

°» v ™ «ys ™ °£P « « » & 

* 1278 1287 

335 
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Fig.6/1 , 



pAD-CMVl : 6414 bp 



tcgacattga' ttaitoacta cttaitaata gIaatcaatt acggggtcat tagttcatag 

. CCCATATATO OAOTTCCGCG TTACATAACT TACGGTAAAT GGCCCGttTQ GCTGACCGCC 
CAACSACCCC CGCCCATTGA CGTCAATAAT GACGTATGTT CCCATAGTAA CGCCAATAGG 
O.CTTTCCAT TGACGTCAAT GGGTGGAGTA TTTACGGTAA ACTGCCCACT TGGCAGTACA 
TCAAGTGTAI CATATGCCAA GTACGCCCCC TATTGACGTC AATGACGGTA AATGGCCCGC 
CTGGCATTAT GCCCAGTACA TGACCTTATO GGACTTTCCT ACTTGGCAGT ACATCTACGT 
ATTAGTCATC GCTATTACCA TGGTOATGCO GTTTTGGCAO TACATCAATO GGCGTGGATA 
GCGOTTTGAC TCACGGGGAT TTCCAAOTCT CCACCCCATT GACGTCAATG GGAGTTTGTT 
TtCGCACCAA AATCAACGGG ACTTTCCAAA ATOTCGTAAC AACTCCGCCC CATTOACGCA 
AATGGGCGGT ACCCOTGTAC GGTGCOACGT CTATATAAGC AGAGCTCTCT GGCTAACTAO 
AGAACCCACT GCTTAACTGG CTTATCGAAA TTAATACGAC TCACTATAGG GAGACCCAAG 
CTTCTGCAGG TCGACATCGA TGGATCCGGT ACCTCGAGCO CGAATTCTCT AGAGGATCTT 
TGTGAAGGAA CCTTACTTCT GTGGTGTGAC ATAATTGGAC AAACTACCTA CAGAGATTTA 
AAGCTCTAAG GTAAATATAA AATITTTAAG TGTATAATGT GTTAAACTAC TGATTCTAAT 
TGTTTGTGTA TTTTAGATTC CAACCTATGO AACtGATGAA TGGGAGCAGT GGTGGAATGC 
CTTTAATGAG GAAAACCTG? TTTGCTCAGA AGAAATGCCA TCTAGTGATG ATGAGGCTAC 
TGCTGACTCT CAACATTCTA CTCCTCCAAA AAAGAAGAGA AAGGTAGAAG ACCCCAAGGA 
CTTTCCttCA GAATTGCTAA OIITTTTOAO TCATGCTGTO TT7AGTAATA GAACTCTTGC 1080 
TTGCTTTGCT ATTTACACCA CAAAGGAAAA AGCTGCACTO CTATACAAGA AAATTATGGA 1140 
AAAATATTTO ATGTATAGTG CCTTGACTAG AGATCATAAT CAGCCAIACC ACATTTGTAG 1200 
AGGTTTTACT TGCTTTAAAA AACCTCCCAC ACCtCCCCCT GAACCTGAAA CATAAAATGA XUO 
ATGCAATTGT TOTTGTTAAC TTGTTTATTQ CAGCT7ATAA TGGTTACAAA TAAAGCAATA 1320 
GCAtCACAAA T7TCACAAAT AAAGCATTTT TTTCACTGCA TTCTAGTTGT GGTTTCTCCA 1380 
WTATCTTAT CATGTCTGGA TCAATTCTOA GAAACTAOCC TTAAAGACAO 1440 

GTTAAAAGAT GTATCCTGGA CCTGCCAOAC CTGGCCATTC ACGTAAACAG AAGATTCCGC 1360 

CTCAAOTTCC GGTTAACAAC AGGAOGCAAC GAGATCTCAA ATCTATTACT TCTAATCGGG 1620 

TAATTAAAAC CTTTCAACTA AAACACGGAC CCACGGATGT CACCCACTTT TCCTTCCCCO H.O 

6CTCC0CCCT TCTCAGTACT CCCCACCATT AGGCTCGCTA CTCCACCTCC ACTTCCGGGC 1740 
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Fig.6/2 
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oeo««ce» catGcccret cccacccgac gctakxcc cccckccco tcwaccccg 
cccaccacct ggccccgccc corrode acaagaaacc ccggkagcc gcagccaSg ,.«," 
««cg«gt» =ac=ct=o« K ocwa«» SIeGKCICI «c,rcc,o ««ctc«t „„ 

*«»«*C0 GWGATCTCA GGCCCOGA AACCSCCTCA GAACCGC.TG 

«"«<*» oetr^ cgoaag»«o gccocmoac sc«,c,™ TGC0AMC „ „,„ 

COCAOOATOC AOAAOAOCAA OCCCOCCSOG AOCOCOCMC «,« MC CC CCCCCCTMA J10 , 

««CC»CGC CGQACTGGGC CSASTCTCAC CTCGIGGAGO i uo 

CK00C " CT «"••*«» TAGGATGCTA OCCTTCTTSA GGCGTGGCCT CCGAIICACA . ^, 

AQTGGGAAGC AGCSCCOGCC OACT=CAA IT TCCCCCCAAA CTTOCOCOAA GCACOCCtA „,„ 

eAGGCTGCCT AK^TCGC KCTCCTOTC ATSMTCOAC CGCTGMCJG CATCMCOCC »,0 

OTGTCCCAGA ATATGGGCAT CGGCAAGAAC GQAGACCTTC CCTGGCCAAT GCTCAGGTAC „„, 

tGOCWGAT, GGGTTAGGGA AACCGAGGC8 GTTCGCTGAA TCGGGTCGAG CACTTGGCGG 2«0 

AGACGCGCGG GCCAACTACT TAGGGACAGT CATGAGGGG? AGGCCCGCCQ GCTGCTGCCC 2,2, 

"occcawc ccgcggtga, cccca,gc,, roccAGccn wcccaoaoo coctctagct 

«0*CA»« tCCGGKACT GGGCAGCACC „„ 

"TWAOCCT CAGCACACGT GACAGGOTCC CT^AACSC AGTOTTTCTC TAACTTTCAO 27„ 

5 " COt<!TTC »»AG«A,GAC CACCACCTCC TCAGTGGAAG .GTAAACAGAA 2,«. 

*WOGCCGCA AAACCTQGTT CTCCATTCC? GAGAAGAATC GACCTTTAAA 2.2, 

WATAOITC TCAGTAQAGA OCTCAAGGAA CCACCACAAG GJUSCTCATTT 2.,, 

'CTTGCCAAA AGTCTGGACC ATGCCTTAAA ACCTATTGAA CAAOCAGAGT TAGCAGATAA 2«0 

«—«■• „G<»GGC«0 A««»»OCC» ^kaocc 3000 

AOACTCTITO TGACAAGCA? CATGCAGGAA TTTGAAAGTG ACACGTTCTT 30,0 

COCAGAAAfT 0ATTTG8AGA MTATAAACf TCfCCCAGM 7ACCCAG009 TCCtTfCtQA 1120 

*"*CCAOGAO GAAAAAGOCA TCAAGTATAA AftTGAAGTC 9A1GAGAAGA AAGGCTAACA 31.. 

OAAAOAIACT MCTOATWA CTtCAAOm TAeTGCIlte eKCtAAAA, M<0 

TACAAOACCA TGSOACno? GfTGGCCTTA GA1CCTOVGC AfCCfGGGCA AC9GTT8TAC 330. 

««*»«ce»e kcccaaagt e»TGccec eecet«A,» ,*«,««» attagaatta nw 

ttTTCAtm CATtACKTA ACCAGG*,*, ATTAAATATA C1TTAAGAAA CACCATTTOC J«, 

e»,A»,me TeA»„eccc .cmmo. cccaag** ckcccagca g»tgca,agg u,o 

GTAOTGTGTO TACAAGAQAti CGCAAAQACA TAGAGCCCCT GAGAGCATGA GCTGATATOG JM, 
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Fig.6/3 
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GGGCTCATAG AGATAGGAGC TAGATGAATA AGTACAAA6G GCAGAAATGG GTTTTAACCA ,600 
GCAGAGCTAO' AACTCAGACT TTAAAGAAAA TTAGATCAAA GTAGAOACTO AATTATTCTO 3660 
CACATCAGAC TCTGAGCAGA GTTCTOTTCA CTCAGACAGA AAATGGGTAA ATTGAGAGCT 3730 
CGCTCCATTG TGCTCCTTAG AGATGGGAGC AGGTGGAGGA TTATATAAGG TCTGGAACAT 
TTAACTTCTC COTTTCTCAT CTTCAGTOAO ATTCCAAGGG ATACTACAAT TCTGTGGAAT 
GTGTGTCAGT TAGGGTGTGG AAAOTCCCCA GGCTCCCCAG CAGGCAGAAG TATGCAAAGC 
ATGCATCTCA ATTAGTCAGC AACCAGGTGT GGAAAGTCCC CAGGCTCCCC AGCAGGCAGA 
AGTATGCAAA GCATGCATCT CAATTAOTCA GCAACCAIAG tCCCGCCCCT AACTCCGCCC 
* ATCCCGCCCC TAACTCCGCC CAGTTCCGCC CATTCTCCGC CCCAIGGCTO ACTAATTTTI 

TTTATTTATO CAGAGGCCGA GGCGCCTCTG AGCTATTCCA GAAGTAGTGA GGAGGCTTTT 4140 
"CGAGGCCT AGGCTTTTGC AAAAAAGCTA ATTCAGCCTO AATGGCGAAT GGCACGCGCC 4200 
CTGTAGCGGC GCAITAAGCG CGGCGGGTGT GGTGGTTACG CGCAGCGTGA CCGCTACACT 4260 
TGCCAGCGCC CTAGCGCCCO CTCCTTTCGC TTTCTTCCCT TCCTTTCTCG CCACGTTCGC 4320 
CGGPWCCC CGTCAAGCTC TAAATCGGGG GCTCCCTTTA GGGTTCCGAT TTAGTGCTTT 4380" 
ACGGCACCTC GACCCCAAAA ACTTGATTAO GGTGATGGT? CACGTAGTGG GCCATCGCCC 4440 
TGATAGACGG TTTTTCGCCC TTTGACGTTG GAGTCCACGT ICTTTAATA6 TGGACTCTTG 4300 : 
TTCCAAACTG GAACAACACT CAACCCTATC TCGGTCTATT CTTTTCATTT ATAAGGGATT 4360 
TTGCCGATTT CGGCCTATTG GTTAAAAAAT GAGCTGATTT AACAAAAATT TAACGCGAAT 4620 
TTTAACAAAA TATTAACGTT TACAATTTCA GGTGGCACTT TTCGGGGAAA TGTGCGCGGA 4680 
ACCCCTAm OTTTATTTTT CTAAATACAT TCAAATATGT ATCCGCTCA, GAGACAATAA 4740 
CCCTGATAAA TGCTTCAATA ATATIGAAAA AGGAAGAGTA TGAGTATTCA ACATTTCCGT 4800 
GTCGCCCTTA TTCCCTTTTT TGCGGCATTT TGCCTTCCTO TTTTTGCTCA CCCAGAAACG 4,60 
CTGGTGAAAG TAAAAGATGC TCAAGATCAO TTGGGTGCAC GAGIGGGTTA CATCGAACTG 4920 
GATCTCAACA GCGGTAAGAT CCTTGAGAGT TTTCGCCCCG AAGAACGTTT TCCAATGATG 49.0 
AGCACTTTTA AAGTTCTGCT ATGTGGCGCG GTATTATCCC QTATTGACGC CGGGCAAGAG 3040 
CAACTCGGTC GCCGCATACA CTATTCTCAO AATOACTTGO TTGAGTACTC ACCAGTCACA 3100 
6AAAAGCATC TTACGGATGG CATGACAGTA AGAGAATTAT GCAGTGCTGC CATAACCATO 3160 
AGTGATAACA CTGCGGCCAA CTTACTTCTG ACAACGATCO GAGGACCGAA GGAGCTAACC 3220 
OCTTtmOC ACAACATGGG GGATCATGTA ACTCGCCTTO ATCGTTGGGA . ACCGGAGCTG 32.0 
AATOAAGCCA TACCAAACGA CGAGCGTGAC ACCACGATGC CTGTAGCAAT GGCAACAACG 3340 
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TTGCGCAAAG TATTAACTGG CGAACTACTT ACTCTAGCT? CCCCGCAACA ATTAATAGAC 
TGGATGGAGG' CGGATAAAGT TGCAGOACCA CTTCTGCGCT CGGCCCTTCC GGCTGGCTGG 
TTTATTGCTG ATAAATCTGG AGCCGGTGAO CGTGGGTCTC GCGGTATCAT TGCAGCACTG 
GGGCCAGATO GTAAGCCCTC CCGTATCGTA GTTATCTACA CGACGGGGAG TCAGGCAACT 
ATGC,,GAAC GAAATAGACA GATCGCTGAG ATAGGTGCCT CACTGATTAA GCATTGGTAA 
CTGTCAGACC AAGTTTACTC ATATATACTT IAGATTGATT TAAAACTTCA TTTTTAATTT 
AAAAGGATCT AGGTGAAGAT CCTTTTTGAT AATCTCATGA CCAAAATCCC ITAACGIGAG 
TTTTCGTTCC ACTGAGCGTC AGACCCCOTA GAAAAGATCA AAGGATCTTC TTGAGATCCT 
WWTCIGC GCGTAATCTG CTGCTTGCAA ACAAAAAAAC CACCGCTACC AGCGGTGGTT 
tOTTTGCCGG ATCAAGAOCT ACCAACTCTT TTTCCGAAGG TAACTGGCTT CAGCAGAGCO 
CAGATACCAA ATACTGTCCT TCTAGTGTAG CCGTAGTTAG . GCCACCACTT CAAGAACTCT 
GTAGCACCGC CTACATACCT CGCTCTGCTA ATCCTGTTAC CAGTGGCTGC TGCCAGTGGC 
GATAAGTCGT GTCTTACCGO GITGGACTCA AGACGATAGT TACCGGATAA GGCGCAGCGG 
tCGGGCTGAA CGGGGGGTTC GTGCACACAG CCCAGCTTGG AGCGAACGAC CTACACCGAA 
CTGAGATACC TACAGCGTGA GCATTGAGAA AGCGCCACGC ITCCCGAAGG GAGAAAGGCG 
GACAGGTATC CGGTAAGCGG CAGGGTCGGA ACAGGAGAGC GCACGAGGGA GCTTCCAGGG 
CGAAACGCCT GGTAICTTTA TAGTCCTGTC GGGTTTCGCC ACCTCIGACT TGAGCGTCGA 
TTTTTGTGAT GCTCGTCAGO GGGGCGGAGC CTATGGAAAA ACGCCAGCAA CGCC 



5400 

5460 

5320 

5580 

5640 

5700 

5760 

3820 

5880 

3940 

6000 

6060 

6120 

6180 

6240 

6300 

6360 



EP0 393 438 A2 



Fig.8/i 

riT»r«R 



333* SS as*S? Sggs ass 

GGCCTCACCC TGCCAACACC CecceeAeri «rJ^SI.I5^ CTTIC *«CCT TTCTMCCCC 

™« e»«ss ss sssas ass ssss 



17,/U 



60 
120 
180 
240 



a a s a a c aa a a as a a - - - «. s «. 
ga: a s s a a a « a aa a a - - 5 a - 
aa a 5 £ s a a - s g - «. K E - - - - 
a a ass a a a aa « a a a a a a a 
a a a a «°s a a a a a a a a a a a a a 
a a a a 5 a a.a a a aa a a a a a a a a 
a a a a a £ ssjk aa a a a a a a a a 
. a a a a a a a a aa a a aa a a a a a a 
a a a a a a a a a a a a aa a aa aa a 
£5 a aa a a a a a a a a a a a a a a a 

KSSSS5S3SS& S! ;- SSSSS 

a a a a a a aa a a a a a a aa a a a a 
a a a a aa a a a a a a a a a aa a a a 
S= a ssssss a a a a a a a a a a a 

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 
a a a s a a a a a a a aa a a a a a a a 
a a a a aa a a a a a a a a a a a a a a 

CCC GCC CCf OTT COO AAA TGG GAA GAC CtC OTC GCO CCC CAQ CCA CAA CGG CTT QAC ACT 



491*2 



Fig. 8/2 



is.":,'" *" *" i " "* «■ »•» ?"»•»• «« u. «.p «, 
aaa s s a a a s a a a a a « - a a is s 
==ss = a 3 s s a a ssa a - - = - - - 

a£= s = s = s = - sss a s a 
a a a a = a a a a a aa a a a a a as a 
aa a a a a a a a a a a a a'a aa a a s 



CCA TAA 
Arg Stop 



GCCCTCCTtC SSSSSg MnSSS ESSES ffiSEF" 
CTCGATCTCO CAGCCACTTC CTTOmS S£2£2 ^fi?^™ 

cccGACGACA ccctwSS cc£S5Si SSSS ESS 6 " 0 " 1600 

GACA6CTGA0 GOTGCCAAAA GCCAcelelft rSZZzSZz ^^TOCCA TCICCTCCCA I860 

CATACCCACT TGGGATGCAA ?T?*II2!2? A*****™ CAATCTATCT 1920 

CTGCCCCCT? tSSSESi mSSSSZ CA0 ™*«* 1980 

CAACCGTTGA ACTCCCTAAO GTAGGoSS 3££EZ £££££ £1**™** »«• 

CCCCCACTCT TGTAAATACA CtajuuStc* ^.J22* CA CTC5C «CTC CAGCTGGAGC 2100 

AAAAAAGQAA TTC CTAAAAATCT -AAAAQTSAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 2160 



I IHT' 



nil 



I! I 1 1 I I " ■ ii 



EP0 393 438 A2 



Fig. 9/1 



huTNF-R 



SSSS& SSS5 ™— ™« JC-OATCAC TCCGXCCACO 
CTGGACAOAC CGAOTCCCCO CAAOCCeSfl CCCAACGCAC TTGGGACGTC 

AATCCOGOAO TwSSkS JiSSSSS £ C **CGCT CCTGAGCCCA 



€0 
120 
180 



213/1 - 

Saaaaaasaaaaasaaaaa-. 

■£S!5SS5S S 55^SSS5SI-SS!» 

• S 51 £ Si a* s B|S a a a s S a 5 s 
■&=SS«S£2Saa=gsaa~ SS5 

sE=5sasaBBaaaaBaaaaa 

SS = -a 5 s s a i a s aa a a a - - a a a 
a=5a=5aaaaajas ! -a = g S . s . 

aa = a5saa2=5saaaaaa:sa 
s«ssss5B5SB8BBBBaBBB 

Saaaaaaaassasaaaaaaa 
S« = a=ssaaaaaaaa=saaa 

«=sbbbbbbsbbbbbbbbb 

ESassBSEassaaaaasaas 



i 1 mi 



1 1 mi > 



EP 0 393 438 A2 



I 



Fig, 9/2 

1233/341 



S= " = = KSaai« if~ 5 5« ^ = 5 

pa ss&ssss a aa s s - - - - s 

£=3 a = 55 = S S 5^5 5 5 a 5 S S S 

a a a a s s 5 5 5 a aa a a a s a a s 
a&a a aa s a a a aga a s a a a as 
seaaaaaaaaaSaaaa, 

SCOCCGCCCA CACTCAGCGC SgTG^SS Ga£S££ AGCTGCCTGC 174! 

5AGTGGGTGG TTTGCGACGA TGAGGGACCC m^JSIS CGCCGTGGGC TCAACAGCCT 1800 

ACTTTTTTTT- OTTTTTOTTT TGTTTTGTTT ttt™^ CTTITTCACA CTGCATAAGC 1920 

GAAACTTGGC ACTCCTGTGC CCTCTGoSJ JCAATCATGT TACACTAATA 1980 

WWCA6GGGC GAGCACGGAA cEwS££2 22£2££ liSS** 0 " 0 AACTGTCCTA 2040 

CTGAA6TTAA AAAAAAAAAA AAAAG6AATT WTCIACATA 2100 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 
□Tblack borders 

□'image cut off at top, bottom or sides 

□ FADED text or drawing 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



